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DNA  deoksiribonukleinska kislina (ang. DeoxyriboNucleic Acid) 
dNTP  deoksinukleotid trifosfat (ang. Deoxynucleotide Triphosphate) 
EDTA  etilendiamintetraocetna kislina (ang. Ethylenediaminetetraacetic Acid) 
FOT  gen, ki kodira oligopeptidni transporter 
FZF1  gen, ki kodira transkripcijski faktor vpleten v metabolizmu sulfita in 
vključuje pet cinkovih prstov (ang. Five Zinc Fingers) 
GRAS  splošno priznano kot varno (ang. Generally Recognized as Safe) 
HXT3  gen, ki kodira transporter glukoze (ang. HeXose Transporter) 
ITS  regija notranjih distančnikov ribosomske DNA (ang. Internal Transcribed 
Spacer) 
MLVA  analiza večjega števila lokusov z variabilnim številom ponovitev (ang. 
Multiple-Locus Variable number tandem repeat Analysis) 
MST  minimalno vpeto drevo (ang. Minimum Spanning Tree) 
PCR  verižna reakcija s polimerzo (ang. Polymerase Chain Reaction) 
RAPD  naključno pomnožena polimorfna DNA (ang. Randomly Amplified 
Polymorphic DNA) 
RFLP  polimorfizem dolžin restrikcijskih fragmentov (ang. Restriction Fragment 
Length Polymorphism) 
rRNA  ribosomska ribonukleinska kislina (ang. Ribosomal Ribonucleic Acid) 
SDS  natrijev dodecilsulfat 
SSU1  gen, ki kodira membransko črpalko, ki črpa sulfit iz celice (ang. Sensitive to 
SUlfite) 
TAE  tris-acetat-EDTA 
VNTR  spremenljiva števila tandemskih ponovitev (ang. Variable Nmber Tandem 
Repeats) 
YCL  raztopina za lizo kvasnih celic (ang. Yeast Cell Lysis Solution) 
YPD  agar s kvasnim ekstraktom, peptonom in dekstrozo (ang. Yeast Extract 
Peptone Dextrose) 
ZIM  Zbirka industrijskih mikroorganizmov  
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1 UVOD 
Kvasovka Saccharomyces cerevisiae je modelni organizem, ki ima pomembno vlogo v 
biotehnoloških raziskavah ter v fermentacijah pri pridelavi vina, piva, kruha, sakeja in 
podobno. S. cerevisiae naseljuje predvsem okolja povezana s človekovo aktivnostjo, zato 
ima človek velik vpliv na njene genetske spremembe in evolucijo. Eno od takih okolij  
predstavlja vinorodni okoliš, kjer je kvasovka S. cerevisiae zelo pogosta, nahaja pa se na 
grozdnih jagodah, trti in v zemlji v vinogradih (Fay in Benavides, 2005). Kvasovko S. 
cerevisiae najdemo tudi v naravnih okoljih, kjer človek nima neposrednega vpliva, kot je 
na primer lubje in drevesni sok. Sevi, ki sodelujejo pri pridelavi različnih fermentiranih 
produktov, se ločijo v genetsko diferencirane skupine, naravni sevi pa so genetsko bolj 
raznoliki in ne tvorijo dobro definiranih skupin, če niso izolirani z iste lokacije. 
Saccharomyces paradoxus je najbližje sorodna vrsta S. cerevisiae, ki pa jo najdemo 
predvsem v naravnih okoljih (Liti in sod., 2009). 
 
Za razlikovanje genotipov so razvili različne molekularne tehnike. V naši raziskavi smo 
izvedli genotipizacijo na podlagi hipervariabilnih mikrosatelitskih zaporedij, ki omogoča 
hitro, cenovno ugodno in natančno ločevanje med sevi znotraj iste vrste. Na podlagi 
hipervariabilnih mikrosatelitskih zaporedij smo preučevali populacijsko genetiko izbranih 
sevov rodu Saccharomyces izoliranih iz Primorskega vinorodnega okoliša, določili 
genetsko raznolikost sevov znotraj določenega habitata in njihove filogenetske odnose. 
 
Genetika in metabolizem kvasovke S. cerevisiae sta dobro poznana, vendar laboratorijske 
raziskave ponavadi potekajo na posameznih izolatih in v definiranih pogojih. Naravna 
okolja so veliko kompleksnejša, spremenljiva in prisotne so mnoge druge vrste, ki vplivajo 
ena na drugo. V naši raziskavi smo identificirali vrste s katerimi si S. cerevisiae deli 
habitate znotraj in zunaj vinogradov. 
 
Vinorodna dežela Primorska je ena od treh vinorodnih dežel v Sloveniji in vključuje štiri 
vinorodne okoliše: Goriška Brda, Vipavsko dolino, Kras in Slovensko Istro. 
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1.1 CILJI IN DELOVNE HIPOTEZE 
Cilji raziskovalnega dela: 
 določiti genetsko raznolikost in filogenetske odnose sevov Saccharomyces 
cerevisiae izoliranih iz Primorskega vinorodnega okoliša, 
 analizirati povezavo genotipov z ekološko nišo in fenotipskimi lastnostmi sevov, 
 identificirati ostale vrste izolirane iz Primorskega vinorodnega okoliša s katerimi si 
S. cerevisiae deli ekološke niše. 
Delovne hipoteze: 
 na podlagi genotipa seva je mogoče sklepati na njegovo ekološko nišo, 
 sevi izolirani iz vinogradov so genetsko oddaljeni od sevov iz naravnih 
habitatov, 
 sevi, ki glede na genotip izhajajo iz vinarskega okolja, so fenotipsko prilagojeni 
na selektivne pogoje v okolju pridelave vina. 
  
3 
Likar M. Populacijska struktura sevov rodu Saccharomyces iz Primorskega vinorodnega okoliša. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
 
2 PREGLED OBJAV 
2.1 POSTOPEK PRIDELAVE VINA IN ZGODOVINA 
Vino in drugi fermentirani produkti predstavljajo pomemben del človekovega vsakdana, 
kulture in gospodarstva že tisočletja. Arheološki in molekularni dokazi kažejo začetek 
produkcije fermentiranih pijač že 7000 let pr.n.š. na Kitajskem (McGovern in sod., 2004).  
Kemijski dokazi pridelave vina v Iranu segajo v čas 5000 let pr.n.š. (McGovern in sod., 
1996), molekularni dokazi prisotnosti kvasovke Saccharomyces cerevisiae pri pridelavi 
vina pa izhajajo iz Egipta iz časa 3000 let pr.n.š. (Cavalieri in sod., 2003). Do leta 2000 
pr.n.š. je pridelava vina potekala v Grčiji in se sčasoma razširila po celotnem 
mediteranskem območju (Pretorius, 2000). 
 
Vino je rezultat kompleksnega biokemijskega procesa, ki se začne z obiranjem grozdja, 
nadaljuje z alkoholno in jabolčno-mlečnokislinsko fermentacijo, in se konča z zorenjem in 
ustekleničenjem vina. Na kemijsko sestavo vina vplivajo vsi prisotni mikroorganizmi, 
ključno vlogo pa imajo kvasovke, predvsem S. cerevisiae, ki vodijo alkoholno 
fermentacijo. Pri procesu alkoholne fermentacije iz sladkorjev prisotnih v grozdju nastaja 
etanol in CO2 ter mnogo stranskih metabolitov, ki vplivajo na aromatične lastnosti vina 
(Capozzi in sod., 2015). Sekundarna, jabolčno-mlečnokislinska fermentacija poteka s 
strani mlečnokislinskih bakterij, vključno z bakterijami iz rodov Oenococcus, 
Lactobacillus, Pediococcus in Leuconostoc. Gre za dekarboksilacijo jabolčne kisline v 
mlečno kislino in CO2, s tem zmanjšajo kislost vina ter porabijo preostale vire ogljika, ki 
so zato nedostopni za kvarljivce (Lerm in sod,, 2010). 
 
Tradicionalno je pridelava vina potekala s spontano fermentacijo z naravno prisotno 
mikrobioto. Zaradi bolj predvidljivih rezultatov in večjega nadzora nad kakovostjo vina, so 
začeli uporabljati komercialno dostopne starter kulture izbranih sevov S. cerevisiae, 
občasno pa tudi seve nekaterih drugih vrst kot so Torulaspora delbrueckii, Metschnikowia 
pulcherrima in Lachancea thermotolerans (Jolly in sod., 2014). 
2.2 ROD Saccharomyces 
Kvasovke iz rodu Saccharomyces spadajo v deblo Ascomycota. Saccharomyces sensu 
stricto kompleks trenutno vključuje 8 vrst: S. cerevsiae, S. paradoxus, S. mikatae, S. 
arboricolus, S. kudriavzevii, S. eubayanus, S. uvarum in S. jurei. Vključuje industrijsko in 
biotehnološko pomembne vrste in njihove hibride, ter tiste, ki se nahajajo le v specifičnih 
geografsko omejenih območjih (Borneman in Pretorius, 2015; Naseeb in sod., 2017). 
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2.2.1 Saccharomyces cerevisiae 
Človek je v tesnem stiku s kvasovko S. cerevsiae že tisočletja. Zaradi dolgotrajne uporabe 
v hrani in pijači je pridobila status varnega organizma – GRAS (ang. Generally 
Recognized As Safe). V zadnjem času pa jo vse pogosteje srečujemo tudi v povsem 
drugačni vlogi – kot oportunističnega patogena, ki povzroča okužbe pri imunsko 
oslabljenih osebah (Pérez-Torrado in Querol, 2015; Strope in sod. 2015). 
 
Genom Saccharomyces cerevisiae je bil prvi evkariontski genom z v celoti določenim 
nukleotidnim zaporedjem (Goffeau in sod., 1996). Zaradi dobro poznane genetike, 
enostavne in cenovno ugodne manipulacije v laboratoriju ter zaradi visoke ohranjenosti 
genov med S. cerevisiae in višjimi organizmi, je kvasovka postala eden najpomembnejših 
modelnih organizmov za preučevanje temeljnih celičnih procesov (Cherry in sod., 2012). 
Poleg obsežne uporabe pri laboratorijskih raziskavah na različnih področjih, je izjemno 
pomembna tudi za pridobivanje encimov in rekombinantnih proteinov za uporabo v 
živilski in farmacevtski industriji (Hou in sod., 2012). Najpogosteje pa S. cerevisiae 
povezujemo s fermentacijami pri proizvodnji kruha in alkoholnih pijač. 
2.2.1.1 Življenjski cikel 
Kvasovka S. cerevisiae ima haplo – diploiden življenjski cikel, lahko se razmnožuje spolno 
ali nespolno. Spolno razmnoževanje je redko, ocenili so, da pride do mejoze le enkrat na 
tisoč mitotskih delitev. V okolju bogatem s hranili se diploidne celice razmnožujejo z 
brstenjem, v stradanju pa preidejo v mejozo in nastanejo štiri haploidne askospore, ki so 
odporne na okoljske strese. Ko so hranila ponovno dostopna, askospore kalijo v haploidne 
celice, ki se lahko delijo z mitozo, vendar se ponavadi parijo z drugo haploidno celico 
nasprotnega paritvenega tipa in nastane diploidna vegetativna celica. Do paritve lahko 
pride med haploidnimi celicami nastalimi pri isti mejozi (ang. inbreeding) ali med 
haploidnimi celicami iz dveh različnih mejoz (ang. outcrossing), kar povečuje 
heterozigotnost (Boynton in Greig, 2014). Homotalična haploidna celica lahko preklaplja 
med paritvenim tipom in se pari s svojim klonom (avtodiploidizacija), pri čemer nastane 
homozigotna celica (Mortimer, 2000). Do paritve lahko pride tudi med haploidnimi 
celicami različnih Saccharomyces vrst. Nastanejo medvrstni hibridi, ki se lahko 
razmnožujejo z brstenjem, niso pa zmožni spolnega razmnoževanja (Boynton in Greig, 
2014). 
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2.2.1.2 Metabolizem 
Saccharomyces cerevisiae je fakultativni anaerob, ki v okolju z visoko koncentracijo 
sladkorjev preferenčno proizvaja alkohol z anaerobno fermentacijo, tudi če je kisik 
prisoten. Čeprav je fermentacija sladkorjev energetsko veliko manj učinkovita kot aerobna 
respiracija, ta ključna značilnost (ang. Crabtree effect) v okolju kjer so prisotni drugi 
mikroorganizmi predstavlja tekmovalno prednost. Pri fermentaciji se energija sprošča 
hitreje in zato omogoča hitrejšo rast, poleg tega v okolje sprošča etanol, ki je toksičen za 
mnoge druge organizme. Ko preraste svoje tekmovalce in so viri sladkorja izčrpani, lahko 
metabolizem preklopi v porabo akumuliranega etanola kot substrata za aerobno respiracijo 
in tako nazaj pridobi del izgubljene energije (Dashko in sod., 2014; Hagman in Piškur, 
2015). 
 
Kvasovka S. cerevisiae ima bogat metabolizem, ki ji omogoča preživetje v zelo različnih 
okoljih. V okoljih z različno dostopnostjo hranil – v nizkih in visokih koncentracijah 
ogljikovih in dušikovih spojin, v kislem (pH 3) in alkalnem okolju (pH 8), različni 
osmolarnosti – preživi v vodi in pri koncentraciji NaCl do 1,3 M ter v temperaturnem 
razponu od 0 do okoli 45 °C (Goddard in Greig, 2015). 
2.2.2 Saccharomyces paradoxus 
Kvasovka S. paradoxus je najbližje sorodna vrsta S. cerevisiae. Njune fenotipske lastnosti 
se skoraj ne razlikujejo, delita si enake profile asimilacije in fermentacije različnih 
organskih spojin, in ne moremo ju ločiti po morfologiji celic, spor in aska. Razlike pa 
lahko opazimo v hitrosti rasti pri različnih temperaturah (Sweeney in sod., 2004). Kljub 
temu, da obe dobro rasteta na substratih z visoko vsebnostjo sladkorja, S. paradoxus ni 
povezana s človekom in alkoholnimi fermentacijami, temveč velja za divjo vrsto, ki jo 
najdemo v naravi na lubju dreves in v okoliški zemlji (Kowallik in sod., 2014; Dashko in 
sod., 2016). 
2.2.3 Druge vrste iz rodu Saccharomyces 
Vrsti S. uvarum in S. eubayanus sta prav tako kot S. paradoxus in S. cerevisiae široko 
razširjeni, pogosto so izolirane iz enakih habitatov. Vrsti S. mikatae in S. arboricolus pa sta 
bili izolirani le iz omejenih geografskih regij, vsi sevi izhajajo iz območja Vzhodne Azije 
(Boynton in Greig, 2014). Tudi vrsto S. kudriavzevii so prvotno odkrili na Japonskem, 
vendar so kmalu za tem identificirali tudi evropsko populacijo (Sampaio in Gonçalves, 
2008). Vrsta S. jurei je bila nedavno opisana na podlagi dveh sevov izoliranih z lubja 
hrasta in okoliške zemlje v Franciji (Naseeb in sod., 2017). 
6 
Likar M. Populacijska struktura sevov rodu Saccharomyces iz Primorskega vinorodnega okoliša. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
 
 
Kvasovke S. kudriavzevii, S. uvarum in S. eubayanus ter njihovi hibridi so pogosto 
povezani s produkcijo piva, vina in drugih fermentiranih pijač, njihovi naravni habitati pa 
niso dobro raziskani (Slika 1). Sevi so bili izolirani iz žuželk, gob in dreves. Kvasovki S. 
bayanus, hibrid med vrstama S. uvarum in S. eubayanus, ter S. pastorianus, hibrid med 
vrstama S. cerevisiae in S. eubayanus, sta pomembna medvrstna hibrida, ki se uporabljata 
v proizvodnji piva (Gonzales in sod., 2006; Peris in sod., 2014). 
 
Slika 1: Shematski kladogram, ki prikazuje filogenetske odnose med vrstami iz rodu Saccharomyces in 
medvrstni hibridi, ki se uporabljajo za proizvodnjo različnih fermentiranih pijač (Boynton in Greig, 2014) 
Črtkane črte prikazujejo introgresije iz tretje ali četrte vrste v hibrid, ki pa niso nujno prisotne pri vseh 
hibridnih sevih. 
2.3 POPULACIJSKA STRUKTURA RODU Saccharomyces 
Večina sevov kvasovke S. cerevisiae je bilo izoliranih iz okolij povezanih s fermentacijami 
in človekovo aktivnostjo. Najdemo pa jo tudi v naravnih okoljih, kjer človek nima 
neposrednega vpliva,  kot je na primer lubje, drevesni sok in žuželke (Hyma in Fay, 2013). 
Med sevi izoliranimi iz naravnih okoljih ter sevi povezanimi s fermentacijami, obstaja 
velika genetska variabilnost, ki je lahko povezana z geografskim izvorom ali s tehnološko 
uporabnostjo sevov. Sevi, ki sodelujejo pri pridelavi različnih fermentiranih produktov, se 
ločijo v genetsko diferencirane skupine. Naravni sevi so genetsko bolj raznoliki in ne 
tvorijo dobro definiranih skupin, če niso izolirani z iste lokacije (Fay in Benavides, 2005; 
Legras in sod., 2007; Liti in sod., 2009; Schacherer in sod., 2009). 
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Človeška aktivnost, predvsem produkcija vina, močno vpliva na ekološko specializacijo 
določenih sevov. V mnogih primerih so sevi očitno specializirani za uporabo v laboratoriju 
ali za pridelavo različnih fermentiranih produktov. To je vodilo do miselnosti, da je S. 
cerevisiae udomačena vrsta, ki se je razvijala v povezavi s proizvodnjo alkoholnih pijač. 
Vrsta kot celota ni udomačena, vendar pa zmanjšana heterogenost v nekaterih skupinah in 
prilagojenost teh skupin na določeno okolje, kaže na to, da nekateri sevi so. Do udomačitve 
naj bi prišlo v dveh ločenih dogodkih – pri sevih specializiranih za proizvodnjo vina, ter 
tistih za proizvodnjo sakeja (Fay in Benavides, 2005). 
  
Poleg tega, da človek s svojo aktivnostjo vpliva na evolucijo določenih sevov, na 
populacijsko strukturo S. cerevisiae vpliva tudi z razširjanjem teh sevov po celem svetu. 
Kvasovke lahko prepotujejo velike razdalje s transportom vinarske opreme (Goddard in 
sod., 2010), lokalno pa lahko seve raznašajo žuželke. Seve S. cerevisiae so odkrili v 
povezavi s čebelami (Goddard in sod., 2010), osami (Stefanini in sod., 2012) in mušicami 
vrst Drosophila (Lam in Howell, 2015). 
 
Glede na tehnološki in geografski izvor se globalna populacijska struktura S. cerevisiae 
deli v definirane linije (zahodnoafriška, malezijska, severnoameriška, sake, 
evropska/vinska, kitajska) in mnoge seve z mozaičnimi rekombinantnimi genomi, ki so 
nastali s križanjem teh linij (Slika 2; Liti in sod., 2009; Almeida in sod., 2015). Mozaični 
genomi so verjetno posledica človekove aktivnosti, značilni so za klinične izolate, 
laboratorijske seve in seve, ki se uporabljajo za proizvodnjo kruha. (Liti, 2015). Kitajski 
izolati kažejo visoko genetsko variabilnost in bi lahko predstavljali naravno zalogo 
genetske raznolikosti sevov S. cerevisiae. To bi lahko pomenilo, da vrsta izvira iz tega 
območja (Wang in sod., 2012). 
8 
Likar M. Populacijska struktura sevov rodu Saccharomyces iz Primorskega vinorodnega okoliša. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
 
 
Slika 2: Filogenetsko drevo izolatov S. cerevisiae različnih geografskih in tehnoloških izvorov (Liti, 2015) 
Sevi S. paradoxus so genetsko bolj raznoliki v primerjavi s sevi S. cerevisiae, njihova 
populacijska struktura pa je odvisna predvsem od geografije. Bolj kot so si sevi oddaljeni 
glede na njihov geografski izvor, bolj so si genotipsko različni. Sevi iz različnih celin se 
ločijo v oddaljene izolirane populacije (Koufopanou in sod., 2006; Liti in sod., 2009). 
2.4 UDOMAČITEV VINSKIH SEVOV S. cerevisiae 
Skupino vinskih kvasovk S. cerevisiae sestavljajo sevi izolirani iz vinskega mošta, grozdja 
in vinogradniške zemlje iz vinorodnih regij povsod po svetu. Almeida in sod. (2015) so z 
genomsko populacijsko analizo industrijskih, naravnih in vinskih sevov iz različnih 
geografskih področij, identificirali seve izolirane s hrasta v Mediteranu kot najbližje divje 
sorodnike vinskih sevov. Ocenili so, da je do odcepitve od predniške populacije prišlo pred 
1300 do 10300 leti, kar ustreza začetku produkcije vina v tej regiji. 
 
Sredozemski naravni sevi in sevi povezani s pridelavo vina so ozko sorodni. Med redkimi 
genomskimi regijami, ki kažejo močno diferenciacijo med tema skupinama, so geni, ki so 
bili identificirani kot ključni za rast v okolju proizvodnje vina. Te lastnosti bi lahko bile 
prisotne že v naravnih predniških populacijah, lahko so jih kvasovke pridobile preko 
mutacij pod vplivom močne umetne selekcije, ali pa so pridobljene preko horizontalnega 
prenosa genov od drugih vrst (Almeida in sod., 2015; Eberlein in sod., 2015). 
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2.4.1 Selekcijski pritiski v okolju pridelave vina  
Pogoji pridelave vina so tisočletja izpostavljali kvasovke kombinaciji stresnih pogojev, ki 
lahko delujejo posamezno ali sinergistično in potencialno vodijo v adaptivno 
diferenciacijo. Za učinkovito fermentacijo morajo biti kvasovke na kompleksno okolje 
dobro prilagojene. Najbolj zaželena lastnost vinskih kvasovk je hitra in učinkovita 
razgradnja sladkorjev v etanol in CO2, pri čemer proizvajajo metabolne in aromatske 
spojine, ki pozitivno vplivajo na senzorično ravnovesje vina, brez proizvajanja nezaželenih 
spojin. Pri tem se srečujejo z različnimi stresnimi dejavniki, ki vključujejo visoko 
osmolarnost, pomanjkanje nekaterih hranil, anaerobiozo, kislinski stres in toksičnost 
etanola (Marsit in Dequin, 2015). 
 
Pomembna hranila, ki so v grozdnem moštu prisotna v omejenih količinah vključujejo 
dušik, lipide in vitamine. Poleg tega lahko med alkoholno fermentacijo na kvasovke 
vplivajo različni inhibitorji, bakrove in žveplove spojine, ki se pri proizvodnji vina 
uporabljajo kot protimikrobna sredstva, ter etanol, ki je v poznih fazah fermentacije 
prisoten v visokih koncentracijah (Marsit in Dequin, 2015; Matallana in Aranda, 2016). 
2.4.2 Fenotipske lastnosti vinskih sevov S. cerevisiae 
Vrsto S. cerevisiae najdemo v različnih okoljih s specifičnimi pogoji in stresnimi dejavniki, 
ki vplivajo na razvoj metabolnih in fizioloških značilnosti, zato lahko nekatere fenotipske 
lastnosti sevov povežemo z njihovo ekološko nišo (Camarasa in sod, 2011; Warringer in 
sod., 2011). Za vinske seve je značilna hitra in učinkovita fermentacija visokih 
koncentracij sladkorja. V stresnih pogojih pridelave vina kažejo hitrejšo rast, visoko 
produkcijo biomase ter boljše vzdrževanje viabilnosti v poznih fazah fermentacije v 
primerjavi s sevi izoliranimi iz drugih okolij (Spor in sod., 2009; Camarasa in sod., 2011). 
 
V vinogradih tradicionalno uporabljajo bakrov sulfat za preprečevanje rasti plesni na 
grozdju. Natrijev sulfit, kalijev metabisulfit in žveplov oksid pa dodajajo tako grozdnemu 
moštu pred fermentacijo, kot tudi produktu, in delujejo kot antioksidanti ter protimikrobna 
sredstva. Vinski sevi S. cerevisiae kažejo boljšo odpornost na bakrove in žveplove spojine 
v primerjavi s sevi drugih izvorov (Park in Bakalinsky, 2000; Fay in sod., 2004; Kvitek in 
sod., 2008). 
  
Mnogi naravni sevi S. cerevisiae kot tudi druge vrste iz rodu Saccharomyces imajo dobre 
fermentativne lastnosti, vendar pa izbira seva močno vpliva na kvaliteto vina. Na okus in 
aromo vina kvasovke vplivajo preko produkcije različnih metabolitov kot so estri, višji 
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alkoholi, hlapne kisline in fenoli ter žveplove spojine. Naravni sevi S. cerevisiae 
proizvajajo več nezaželenih spojin kot so na primer žveplove spojine, vinski sevi pa 
proizvajajo več sadnih arom, ki pozitivno vplivajo na senzorične lastnosti vina (Hyma in 
sod., 2011). Genetsko oddaljene populacije S. cerevisiae iz različnih vinorodnih regij 
vplivajo na fenotip in regionalni podpis vina (terroir) (Knight in sod, 2015). 
2.4.3 Genetski dokazi adaptacije vinskih sevov S. cerevisiae 
Adaptivna evolucija poteka preko mutacij, ki organizmu omogočajo boljši fitnes in 
reproduktivno uspešnost v njegovem okolju. Kvasovke uporabljajo različne mehanizme, 
lahko gre za točkovne mutacije, podvojitve genov, večja prerazporejanja kromosomov ali 
pa gene pridobijo od drugih vrst preko horizontalnega prenosa genov (Marsit in Dequin, 
2015). Shematsko so mehanizmi genetskih sprememb prikazani na Sliki 3. 
2.4.3.1 Polimorfizem posameznih nukleotidov 
Polimorfizmi posameznih nukleotidov so posledica točkovnih mutacij, ki nastanejo zaradi 
napak pri podvajanju ali popravljanju DNA. Predstavljajo pomemben genetski marker, ki 
se uporablja za populacijske študije in določitev filogenetskih odnosov pri S. cerevisiae 
(Aa in sod., 2006; Liti in sod., 2009; Schacherer in sod., 2009; Strope in sod., 2015). 
Nukleotidni polimorfizmi v kodirajočih zaporedjih ali v regulatornih regijah lahko 
spremenijo strukturo in funkcijo proteina ali vplivajo na izražanje genov. Pri S. cerevisiae 
so odkrili visok polimorfizem v genu SSU1, ki nosi zapis za sulfitni transporter, ter v genu 
FZF1 z zapisom za transkripcijski faktor, ki vpliva na stopnjo izražanja gena SSU1. Oba 
imata pomembno vlogo pri mehanizmu odpornosti na žveplove spojine, ki se obsežno 
uporabljajo v vinogradih (Aa, 2006). Gen HXT3 nosi zapis za heksozni transporter. 
Identificirali so nukleotidno substitucijo v tem genu, ki močno poveča stopnjo asimilacije 
fruktoze in s tem učinkovitost fermentacije. Sevi s to različico alela imajo veliko selektivno 
prednost v okolju pridelave vina (Guillaume in sod., 2007). Visoko stopnjo polimorfizma 
med sevi S. cerevisiae so odkrili tudi v genih AQY, ki nosijo zapis za akvaporine, proteine 
odgovorne za regulacijo pretoka vode. Pri vinskih sevih sta pogosta nefunkcionalna alela 
AQY1 in AQY2, kar poveča njihovo uspešnost v okolju visoke osmolarnosti. Do izgube 
funkcionalnosti s točkovnimi mutacijami je prišlo večkrat v neodvisnih dogodkih (Will in 
sod., 2010).  
2.4.3.2 Kromosomska prerazporejanja 
Pri kvasovkah pogosto opazimo polimorfizem v dolžini kromosomov, ki je posledica 
večjih prerazporejanj kromosomov kot so translokacije, delecije, inverzije ali duplikacije 
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večjih kromosomskih regij. Translokacije nastanejo z rekombinacijo med zaporedji z 
visoko stopnjo podobnosti, med podvojenimi geni ali med kratkimi ponavljajočimi 
zaporedji kot so transpozoni ali mikrosateliti (Guillamon in Barrio, 2017). Pri vinskih sevih 
S. cerevisiae je pogosta translokacija med kromosomoma VIII in XVI, ki vključuje 
rekombinacijo gena SSU1, translokacija med kromosomoma XV in XVI pa je prisotna le 
pri komercialnih starterskih sevih in vključuje rekombinacijo promotorske regije gena 
SSU1. Obe translokaciji predstavljata selektivno prednost v okolju, ki vsebuje žveplove 
spojine, zaradi povečanega izražanja gena SSU1 in s tem večje odpornosti na sulfit (Pérez-
Ortín in sod., 2002;  Zimmer in sod., 2014). 
2.4.3.3 Podvojitve genov 
Podvojeni geni so lahko rezultat različnih mehanizmov. Lahko pride do podvojitve 
posameznega gena, skupine sosednjih genov, celotnega kromosoma (anevploidija) ali 
celotnega genoma (poliploidija). Podvojeni geni se imenujejo paralogi. Če večje število 
kopij istega gena predstavlja evolucijsko prednost, se paralogi lahko ohranijo, v 
nasprotnem primeru pa so prosti za divergentno evolucijo, akumulacijo mutacij in 
pridobivanje novih funkcij (Guillamon in Barrio, 2017). Sevi S. cerevisiae iz evropske in 
sake linije kažejo večjo toleranco na bakrov sulfat, kar so povezali s polimorfizmom 
različic števila kopij (ang. CNV – copy number variation) gena CUP1. Gen CUP1 nosi 
zapis za metalotionin, ki veže baker. Večje število kopij gena omogoča večjo odpornost na 
bakrove spojine (Warringer in sod., 2011). Poleg tega primera, v vinskih kvasovkah 
obstajajo še mnogi drugi polimorfizmi različic števila kopij genov, ki kodirajo 
transporterje, dehidrogenaze ali gene vpletene pri odzivu na različne kemikalije (Marsit in 
Dequin, 2015). 
2.4.3.4 Horizontalni prenos genov 
S horizontalnim prenosom genov lahko organizem hitro pridobi nove biološke funkcije, ki 
prispevajo k specializaciji in adaptaciji na novo okolje. V genomu vinskih sevov S. 
cerevisiae so odkrili več genomskih regij pridobljenih od drugih evkariontskih in tudi 
prokariontskih vrst. Identificirali so tri večje regije, A, B in C, ki skupno vključujejo 39 
genov in nosijo zapise za funkcije potencialno pomembne v okolju produkcije vina, 
vpletene v metabolizem sladkorja in dušika (Novo in sod., 2009). Regiji B in C sta zelo 
razširjeni med vinskimi sevi in nekaterimi mozaičnimi sevi, v drugih linijah pa ju najdemo 
le redko (Galeote in sod., 2011; Marsit in sod., 2015). Kvasovka Zygosaccharomyces 
bailli, ki je pomemben kontaminant v vinarskem okolju, je bila identificirana kot donor 
regije B (Novo in sod., 2009), Torulaspora microellipsoides pa je donor genomske regije C 
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(Marsit in sod., 2015). Struktura in število genov prisotnih v genomskem otoku C se 
razlikuje med vinskimi sevi, gena FOT1-2, ki nosita zapis za oligopeptidni transporter, pa 
sta močno ohranjena. Gena FOT1-2 predstavljata adaptivno prednost, saj omogočata večji 
vnos dušika v celico preko oligopeptidov (Marsit in sod., 2015). 
2.4.3.5 Medvrstna hibridizacija 
Medvrstna hibridizacija je še en mehanizem s katerim se lahko kvasovke hitro prilagodijo 
na stresno okolje. Najbolj raziskan primer je kvasovka S. pastorianus, hibrid med vrstama 
S. cerevisiae in S. eubayanus, ki se uporablja za proizvodnjo piva. Odkrili so tudi mnoge 
naravne hibride med vinskimi kvasovkami, ki so nastali večkrat v neodvisnih dogodkih, 
med vrstama S. cerevisie in S. uvarum, S. cerevisiae in S. kudriavzevii in tudi trojne hibride 
med temi tremi vrstami (Gonzales in sod., 2006). Hibridizacija zagotavlja novo 
kombinacijo genov, ki lahko predstavlja selektivno prednost pred starševskimi vrstami. 
Hibridi pogosto kažejo večjo toleranco na različne strese v okolju alkoholne fermentacije 
(Marsit in Dequin, 2015). V primeru hibrida med S. cerevisiae in S. kudrivzevii je ta 
pridobil lastnosti hitre fermentacije ter dobro toleranco na visoke koncentracije alkohola in 
sladkorjev od vrste S. cerevisiae. Od vrste S. kudriavzevii pa je pridobil boljšo 
prilagojenost na nižje temperature ter višjo produkcijo glicerola in aromatičnih spojin 
(Belloch in sod., 2009).  
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Slika 3: Mehanizmi nastanka genetskih polimorfizmov pri kvasovkah (Guillamon in Barrio, 2017) 
2.5 Saccharomyces V MIKROBNI ZDRUŽBI 
V laboratoriju seve ponavadi gojimo v čisti kulturi in definiranih pogojih, zato lahko 
laboratorijski eksperimenti le delno opišejo izzive s katerimi se S. cerevisiae srečuje v 
naravnih okoljih. V naravi se mora metabolizem kvasovk odzvati in prilagoditi na 
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prisotnost drugih vrst (Jouhten in sod., 2016). Interakcije med različnimi vrstami kvasovk 
in bakterij so lahko pozitivne ali negativne. Lahko gre za direktne biološke interakcije ali 
pa posredne vplive preko spreminjanja lastnosti okolja in dostopnosti hranil (Curiel in sod., 
2017). 
2.5.1 Ne-Saccharomyces kvasovke v vinogradih 
Mikroorganizmi, ki so prisotni v vinogradih, predvsem na grozdnih jagodah, imajo  
pomembno vlogo pri proizvodnji vina, saj lahko vplivajo na proces alkoholne fermentacije. 
Grozdni mošt za pridelavo vina ni steriliziran, zato predstavlja ekosistem z bogato 
mikrobno združbo. Iz grozdnega mošta so izolirali več kot 40 različnih vrst kvasovk (Jolly 
in sod., 2014). Kvasovke, ki so pogoste v vinogradih vključujejo vrste iz rodov 
Hanseniaspora, Pichia, Candida, Metschnikowia, Kluyveromyces, Zygosaccharomyces, 
Torulaspora, Dekkera in Shizosaccharomyces (Capozzi in sod., 2015). 
 
Kvasovka S. cerevisiae je na grozdnih jagodah prisotna v nizkih koncentracijah, prevlada 
šele v poznejših fazah alkoholne fermentacije, kar je pričakovano in zaželeno. Pri 
modernih fermentacijah že na začetku dodamo povečano število celic izbranega seva, zato 
je vpliv drugih vrst še bolj občuten pri spontani fermentaciji. Druge vrste pogosto 
obravnavamo kot kvarljivce ali proizvajalce nezaželenih spojih, vendar pa je njihova 
prisotnost lahko tudi pozitivna, saj prispevajo h kompleksnejši in boljši aromatični sestavi 
končnega produkta (Jolly in sod., 2014; Capozzi in sod., 2015). Avtohtone kvasovke pri 
spontani fermentaciji vinu dodajo zaželene specifične regionalne karakteristike, povečana 
pa je nevarnost kvara. Inokulacija z uporabo združenih starter kultur predstavlja možnost 
posnemanja naravne mikrobne raznolikosti in hkrati nadzorovano kvaliteto vina (Capozzi 
in sod., 2015). 
2.5.2 Interakcije med kvasovkami 
Kvasovka S. cerevisiae v okolju z visoko vsebnostjo sladkorja producira visoke 
koncentracije etanola, ki je za številne druge mikroorganizme toksičen. Druge kvasovke 
prisotne v okolju pridelave  vina veljajo za neučinkovite pri fermentaciji, občutljive na 
nizko vsebnost kisika in prisotnost žveplovih spojin, na prevlado Saccharomyces pa 
vplivajo tudi drugi mehanizmi (Ciani in sod., 2016; Jouhten in sod., 2016; Wang in sod., 
2016). 
 
Kvasovka S. cerevisiae v okolje izloča protimikrobne peptide in ubijalske toksine proti 
mnogim vrstam, vključno z vrstami Kluyveromyces maxianus, Lachancea thermotolerans, 
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Torulaspora delbrueckii, Hanseniaspora spp. Podobne metabolite, ki lahko vplivajo na S. 
cerevisiae, izločajo tudi druge vrste. Celični kontakt med S. cerevisiae in drugimi vrstami 
kvasovk lahko povzoči hitro smrt ne-Saccharomyces vrst (T. delbrueckii, L. 
thermotolerans) (Ciani in sod., 2016; Jouhten in sod., 2016; Wang in sod., 2016). Poleg 
tega lahko prisotnost drugih vrst  vpliva na regulatorne poti, spremembo metabolnih 
aktivnosti in rast. Kvasovka T. delbrueckii povzroči povečano izražanje genov za 
fermentacijo glukoze in metabolizem dušika v S. cerevisiae. Kvasovki H. uvarum in C. 
sake pa povzročita povečano ekspresijo genov za celično replikacijo in hitrejšo rast 
populacije S. cerevisiae. V obeh primerih je posledica nižja dostopnost hranil za ne-
Saccharomyces vrste (Curiel in sod., 2017). 
2.6 METODE GENOTIPIZACIJE 
Tradicionalno je identifikacija in klasifikacija kvasovk potekala na podlagi morfoloških in 
fizioloških lastnosti, vendar take metode zahtevajo veliko dela in časa ter lahko podajo 
nezanesljive rezultate. Obstajajo tudi poenostavljene biokemijske metode, ki temeljijo na 
fermentaciji in asimilaciji različnih organskih spojin ter metode, ki temeljijo na analizi 
proteinov ali maščobnih kislin v celici. Danes se za identifikacijo kvasovk uporabljajo 
metode na podlagi analize DNA kot so DNA-DNA hibridizacija, elektroforetska 
kariotipizacija, metoda naključno pomnožene polimorfne DNA in metode, ki temeljijo na 
PCR. Nekatere lahko med seboj ločijo različne vrste kvasovk, druge pa omogočajo 
genotipizacijo sevov znotraj iste vrste. Najpogostejša metoda za identifikacijo vrst kvasovk 
je določanje nukleotidnega zaporedja ITS in D1/D2 domen 26S rRNA  (Guillamon in 
Barrio, 2017). 
2.6.1 Restrikcijska analiza regije ITS 
Pomnoževanje ribosomskih genov z verižno reakcijo s polimerazo (ang. Polymerase chain 
reaction – PCR) in uporaba metode polimorfizma dolžin restrikcijskih fragmentov (ang. 
Restriction Fragment Length Polymorphism – RFLP), je učinkovit način za identifikacijo 
kvasovk, predvsem zaradi hitre in enostavne izvedbe ter visoke ponovljivosti (Guillamon 
in Barrio, 2017). Z oligonukleotidnima začetnikoma ITS1 in ITS4 pomnožimo ribosomsko 
regijo, ki vključuje močno ohranjen gen 5.8S rRNA ter dve nekodirajoči variabilni 
medgenski zaporedji ITS1 in ITS2 (ang. Internal transcribed spacer). Z uporabo 
restrikcijskih encimov kot so HaeIII, HinfI in CfoI, ki prepoznajo in cepijo specifična 
zaporedja, dobimo fragmente različnih dolžin. Restrikcijski profili so vrstno specifični in 
omogočajo identifikacijo kvasovk (Esteve-Zarzoso in sod., 1999; Granchi in sod., 1999; 
Sabate in sod., 2002). 
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2.6.2 Metoda naključno pomnožene polimorfne DNA 
Metoda naključno pomnožene polimorfne DNA – RAPD (ang. randomly amplified 
polymorphic DNA) temelji na uporabi PCR z enim samim začetnim oligonukleotidom 
poljubnega zaporedja in dolžine 8-12 nukleotidov. Začetni oligonukleotid se prilega na več 
mestih na obeh verigah DNA. Če sta mesti na nasprotnih verigah dovolj blizu skupaj, se 
odsek pomnoži in rezultat je vzorec pomnoženih produktov z različnimi molekulskimi 
masami (Tofalo in sod., 2013; Guillamon in Barrio, 2017). Na podlagi dobljenih vzorcev 
lahko med seboj ločimo različne vrste kvasovk in tudi različne seve znotraj iste vrste 
(Boekhout in sod., 1997; Corte in sod., 2005; Martinez in sod., 2007).  
2.6.3 Analiza mikrosatelitov 
Genotipizacija na podlagi hipervariabilnih mikrosatelitskih zaporedij omogoča hitro, 
cenovno ugodno in natančno ločevanje med sevi znotraj iste vrste. Gre za zaporedja DNA 
sestavljena iz kratkih tandemskih ponovitev (1-6 bp),  ki jih najdemo tako pri evkariontih 
kot pri prokariontih in virusih. V eni reakciji PCR lahko pomnožimo več mikrosatelitskih 
lokusov z uporabo specifičnih začetnih oligonukleotidov, označenih z različnimi 
fluorescentnimi barvili. Polimorfizem dolžin nato določimo z uporabo kapilarne 
elektroforeze (Richards in sod., 2009). Mikrosateliti se pogosto uporabljajo kot genetski 
markerji v populacijskih študijah. Pri S. cerevisiae so mikrosateliti pogosti ter zelo 
variabilni v dolžini in omogočajo natančno razlikovanje med sevi različnih geografskih in 
tehnoloških izvorov (Legras in sod., 2007; Richards in sod., 2009; Schuller in sod., 2012; 
Almeida in sod., 2015; Knight in Goddard, 2015). 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 SHEMA POTEKA DELA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 4: Shema poteka raziskovalnega dela 
3.2 MATERIAL 
3.2.1 Laboratorijski pribor in aparature 
Pri raziskovalnem delu smo uporabili sledeč laboratorijski pribor: 
 aluminijasta folija, 
 avtoklavirni trak, 
 avtomatske, digitalne in multikanalne pipete (Eppendorf, Gilson), 
RAPD-PCR skupin sevov z 
enakimi restrikcijskimi 
profili in gelska elektroforeza  
Pomnoževanje 
mikrosatelitskih zaporedij 
Identifikacija vrst 
Analiza mikrosatelitov  
Izolacija DNA 
Trajna shranitev sevov v Zbirko 
industrijskih mikroorganizmov 
Pomnoževanje regije ITS 
Restrikcija regije ITS z 
encimoma HaeIII in HinfI 
ter gelska elektroforeza 
S. cerevisae in S. paradoxus Ne-Saccharomyces vrste 
Določanje nukleotidnega 
zaporedja regije ITS 
predstavnikov skupin 
Kapilarna elektroforeza  
Zbirka vipavskih sevov 
(Dashko, 2015) 
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 krioepruvete, 
 magnetki, 
 merilni valji, 
 mikrocentrifugirke (Eppendorf), 
 mikrotitrske plošče (Thermo Scientific, Life Science), 
 nastavki za pipete (Eppendorf, Gilson), 
 nosilec in glavnički za agarozni gel (BioRad), 
 plastične centrifugirke, 
 plastične cepilne zanke (Golias), 
 plastične petrijeve plošče, 
 rokavice, 
 steklenice z zamaškom na navoj (Schott Duran), 
 stojala za mikrocentrifugirke, 
 žličke za tehtanje. 
Uporabili smo naslednje laboratorijske aparature: 
 avtoklav (Sutjeska), 
 brezprašna komora (SMBC 122AV), 
 centrifuge (Sigma 2-15, Mini Spin plus Eppendorf, Centric 322A), 
 elektroforezne banjice in vir napetosti (BioRad), 
 hladilnik, 
 inkubator (Kambič), 
 komora za fotografiranje agaroznega gela (BioRad), 
 magnetno mešalo (IKA), 
 mikrovalovna pečica, 
 naprava za PCR (BioRad - iCycler, Perkin Elmer GeneAmp PCR System 2400), 
 računalnik, 
 tehtnice (Exacta, Mono BIOC), 
 termoblok (Eppendorf), 
 vodna kopel, 
 vrtinčnik (IKA), 
 zamrzovalne skrinje 
3.2.2 Mikroorganizmi 
Za raziskavo smo uporabili 356 sevov kvasovk (Dashko, 2015). Sevi so bili pridobljeni iz 
šestih vinogradov (Carga, Sutor, Guerilla, Sveti Martin, Tilia, UNG) in treh gozdnih 
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območij (Lijak, Sinji vrh, Vipavski grad) Primorskega vinorodnega okoliša. Vzorčenje je 
potekalo med julijem 2013 in aprilom 2014. Večina sevov je bila izolirana s hrastov (lubje, 
listje, zemlja) in trt (grozdje, lubje, listje, zemlja), ostali vzorci pa so bili pridobljeni iz 
sadja, žuželk, mošta in vinskih kleti. Lokacije vzorčenja so prikazane v Prilogi A. 
Preglednica 1: Število izoliranih sevov iz različnih virov vzorčenja 
Vir vzorčenja ŠS izoliranih izven 
vinogradov 
ŠS izoliranih v 
vinogradih 
Skupno ŠS 
Sadje  6 6 
Žuželke 4 3 7 
Mošt  3 3 
Hrast 116 130 246 
Drugo  2 2 
Trta 6 80 86 
Vino  4 4 
Kvasovke  2 2 
Skupno ŠS 126 230 356 
ŠS = število sevov 
3.2.3 Mikrobiološka gojišča 
Za gojenje kvasovk smo uporabili trdna in tekoča gojišča YPD (ang. Yeast Peptone 
Dextrose) z ampicilinom. Za pripravo 800 ml gojišča smo v steklenico natehtali 40 g YPD 
(Sigma) in za trdna gojišča še 12 g bakteriološkega agarja (BioLife). Nato smo dolili 
destilirano vodo do oznake 800 ml in zmešali z magnetnim mešalom. Po avtoklaviranju 
smo v ohlajena gojišča (pribl. 50 °C) dodali 4 ml ampicilina z založno koncentracijo 10 
mg/ml (končna koncentracija 0,05 mg/ml). Trdna gojišča smo razlili v sterilne petrijeve 
ploščice in počakali, da se strdi. 
3.2.4 Pufri in reagenti 
 70 % in 100 % etanol, 
 Agaroza (Sigma), 
 barvilo SYBRsafe (Thermo Scientific), 
 destilirana voda, 
 dNTP (Sigma), 
 DNA lestvica GeneRulerTM 100 bp  (Thermo Scientific), 
 glicerol, 
 izopropanol, 
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 LiOAc, 
 MgCl2 (Promega), 
 nanašalno barvilo (Thermo Scientific), 
 pufer PCR (Promega), 
 pufer TAE, 
 restrikcijski pufer (Thermo Scientific), 
 SDS, 
 voda PCR (Sigma). 
3.2.5 Encimi in komercialni kompleti 
 2x Master mix Taq (New England) 
 MasterPure Yeast DNA Purification Kit (Illumina) 
Komplet vsebuje raztopino za lizo kvasnih celic (YCL - Yeast Cell Lysis Solution), 
RNazo (5 µg/ml), reagent za precipitacijo proteinov MPC ter TE pufer (10 mM Tris-
HCl, 1 mM EDTA). 
 Mešanica ExoSAP (Fermentas) 
Mešanica vsebuje rakovo alkalno fosfatazo (150 µl), 10xSAP defosforilacijski pufer 
(30 µl) in eksonukleazo I (7,5 µl). 
 Multiplex PCR Master Mix (Qiagen) 
 Polimeraza Taq (Promega) 
 Restrikcijska encima HaeIII in HinfI (Thermo Scientific) 
Prepoznavno mesto kjer encim reže DNA je 5' GG↓CC 3' za HaeIII in 5' G↓ANTC 3' 
za HinfI. 
3.2.6 Začetni oligonukleotidi 
 Za metodo naključno pomnožene polimorfne DNA smo uporabili začetni 
oligonukleotid (GTG)5x. 
 
 Začetni oligonukleotidi za pomnoževanje ribosomskih genov 
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Preglednica 2: Začetni oligonukleotidi za pomnoževanje ribosomskih genov in njihovo nukleotidno 
zaporedje 
Začetni oligonukleotid Nukleotidno zaporedje (5'-3') 
ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC 
NL1 GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG 
NL4 GGTCCGTGTTTCAAGACGG 
 
 Začetni oligonukleotidi za pomnoževanje mikrosatelitov 
Preglednica 3: Začetni oligonukleotidi za pomnnoževanje mikrosatelitov, njihovo nukleotidno zaporedje, 
fluorescentni označevalec ter dolžina pomnožene regije 
Začetni 
oligonuk. 
Motiv Nukleotidno zaporedje Barvilo Dolžina 
(bp) 
Mešanica1     
C5 GT F: TGACACAATAGCAATGGCCTTCA HEX 110 – 216 
R: GCAAGCGACTAGAACAATCACA 
C3 CAA F: CTTTTTATTTACGAGCGGGCCAT NED 93 – 192 
R: AAATCTCATGCCTGTGAGGGGTAT 
C8 TAA F: CAGGTCGTTCTAACGTTGGTAAAATG FAM 103 – 163 
R: GCTGTTGCTGTTGGTAGCATTACTGT 
C11 GT F: TTCCATCATAACCGTCTGGGATT FAM 171 – 249 
R: TGCCTTTTTCTTAGATGGGCTTTC 
C9 TAA F: AAGGGTTCGTAAACATATAACTGGCA FAM 84 – 192 
R: TATAAGGGAAAAGAGCACGATGGC 
SCYOR267c TGT F: TACTAACGTCAACACTGCTGCCAA HEX 264 – 438 
R: GGATCTACTTGCAGTATACGGG 
Mešanica2     
YKL172w GAA F: CAGGACGCTACCGAAGCTCAAAAG FAM 112 – 160 
R: ACTTTTGGCCAATTTCTCAAGAT 
ScAAT1 TTA F: AAAGCGTAAGCAATGGTGTAGATACTT HEX 159 – 351 
R: CAAGCCTCTTCAAGCATGACCTTT 
C4 (TAA)a 
(TAG)b 
F: AGGAGAAAAATGCTGTTTATTCTGACC NED 214 – 415 
R: TTTCCTCCGGGACGTGAAATA 
SCAAT5 TAA F: AGCATAATTGGAGGCAGTAAAGCA NED 150 – 184 
R: TCTCCGTCTTTTTTGTACTGCGTG 
C6 GT F: GTGGCATCATATCTGTCAATTTTATCAC HEX 90 – 134 
R: CAATCAAGCAAAAGATCGGCCT 
YPL009 CTT F: AACCCATTGACCTCGTTACTATCGT FAM 227 – 350 
R: GCTCAACTTGTGATGGGTTTTGGA 
F = vodilni začetni oligonukleotid 
R = povratni začetni oligonukleotid 
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3.3 METODE 
3.3.1 Shranjevanje sevov 
Izolate kvasovk, ki je v svoji doktorski disertaciji izolirala in fenotipsko okarakterizirala 
Dashko (2015), smo shranili v Zbirko industrijskih mikroorganizmov (ZIM) na Oddelku za 
živilstvo Biotehniške fakultete, Univerza v Ljubljani. Posamezne seve smo s trdnih gojišč 
precepili v 700 µl tekočega gojišča YPD z ampicilinom in inkubirali na 27 °C 2 do 3 dni. 
Sevom smo dodelili ZIM številke in ustrezno označili krioepruvete. V krioepruvete smo 
odpipetirali po 75 µl glicerola, ki smo ga za lažje pipetiranje predhodno segreli na 60 °C v 
vodni kopeli. Posamezno kulturo namnožene kvasovke smo z uporabo pipete trikrat 
premešali, da se je biomasa enakomerno razporedila in 300 µl prenesli v krioepruvete z 
glicerolom. Seve smo shranili pri temperaturi -80 °C. 
3.3.2 Izolacija DNA 
Za izolacijo DNA smo uporabili dve različni metodi. Metoda z uporabo litijevega acetata 
(LiOAc) je hitra in enostavna, vendar je izolacija manj učinkovita. V primerih, ko je bilo 
potrebno postopek ponoviti, smo uporabili komercialni komplet MasterPure Yeast DNA 
Purification Kit. 
3.3.2.1 Metoda z uporabo LiOAc 
Pripravili smo 200 mM LiOAc, 1 % SDS raztopino tako, da smo natehtali 33 g LiOAc in 1 
g SDS ter dodali destilirano vodo do oznake 100 ml. Na kratko smo centrifugirali 200 µl 
kulture in odlili supernatant. Celice smo resuspendirali v 100 µl 200 mM LiOAc, 1 % SDS 
raztopini in inkubirali 5 min pri 70 °C. Nato smo dodali 300 µl 100 % etanola in premešali 
na vrtinčniku. Po 10 minutnem centrifugiranju pri 3000 obr/min je na dnu ostala DNA ter 
celični ostanki, supernatant pa smo odlili. Usedlino smo sprali s 300 µl 70 % etanola in 
celice resuspendirali v 100 µl PCR vode. Ponovno smo centrifugirali za 10 min pri 3000 
obr/min ter supernatant z izolirano DNA prenesli v svežo mikrotitrsko ploščo. 
3.3.2.2 Komplet za izolacijo DNA »MasterPure Yeast DNA Purification Kit« (Illumina) 
Mikrotitrsko ploščo, v kateri je bila namnožena biomasa smo centrifugirali 3 min pri 3000 
obr/min ter odstranili supernatant. Celicam smo dodali po 50 µl YCL raztopine ter 0,2 µl 
RNaze in premešali na vrtinčniku. 15 min smo inkubirali pri 65 °C in nato mikrotitrsko 
ploščo za 5 min postavili na led. Dodali smo 25 µl MPC reagenta za precipitacijo 
proteinov ter premašali na vrtničniku. Po centrifugiranju (17 min pri 3000 obr/min) smo 
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100 µl supernatanta previdno prenesli v svežo mikrotitrsko ploščo, dodali 100 µl 
izopropanola in z obračanjem premešali. Ponovno smo centrifugirali za 15 min pri 3000 
obr/min in zavrgli supernatant. Pelet smo sprali s 100 µl 70 % etanola ter centrifugirali 15 
min pri 3000 obr/min. Previdno smo odstranili etanol ter počakali, da se usedlina posuši. 
DNA smo resuspendirali v 10 µl TE pufra. 
3.3.3 Razlikovanje Saccharomyces cerevisiae in Saccharomyces paradoxus od drugih 
vrst 
3.3.3.1 Pomnoževanje regije ITS 
Mešanica za pomnožitev regije ITS enega vzorca je vsebovala 10 µl 2x Master mix Taq, 
po 1 µl začetnih oligonukleotidov IST1 in ITS4 ter 6 µl vode PCR. Začetne 
oligonukleotide smo pred uporabo odtajali in premešali na vrtinčniku, polimerazo pa smo 
ves čas hranili na ledu. Pripravili smo mešanico za vse vzorce in jo na hitro premešali na 
vrtinčniku. V PCR ploščo smo dodali po 18 µl PCR mešanice in 2 µl DNA. PCR protokol 
za pomnoževanje ITS regije je naveden v Preglednici 4. 
Preglednica 4: PCR protokol za pomnoževanje ribosomskih genov 
Korak Temperatura (°C) Trajanje (min)  
Začetna denaturacija 95 0,5  
Denaturacija 95 0,5  
Prileganje 55 0,5 30 
ciklov Podaljševanje 68 1 
Končno podaljševanje 68 7  
Končna inkubacija 4 ∞  
3.3.3.2 Restrikcija regije ITS 
Regijo ITS smo razrezali z encimoma HaeIII in HinfI. Pripravili smo restrikcijsko 
mešanico za vse vzorce. Mešanica za restrikcijo regije ITS enega vzorca je vsebovala 1 µl 
restrikcijskega pufra, 0,2 µl encima HaeIII ali HinfI ter 3,8 µl vode PCR. V 10 µl 
pomnožka PCR smo dodali po 5 µl mešanice in inkubirali 90 min pri 37 °C. 
3.3.3.3 Agarozna gelska elektroforeza 
Restrikcijske fragmente smo preverili na 2,5 % agaroznem gelu. V čisto steklenico smo 
natehtali 4,5 g agaroze in dodali 180 ml 1 x TAE pufra. Segrevali smo v mikrovalovni 
pečici in občasno premešali dokler se agaroza ni popolnoma raztopila. Ko se je gel 
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nekoliko ohladil, smo dodali 7,5 µl barvila SYBR Safe, premešali in gel razlili v gelski 
nosilec z glavničkom. Ko se je gel strdil, smo v luknjice vnesli po 5 µl vzorca z 1,5 µl 
nanašalnega barvila. Za primerjavo velikosti fragmentov smo v prvo in zadnjo luknjico 
dodali 2,5 µl standardne DNA lestvice. Elektroforeza je potekala v 1 x TAE pufru pri 
napetosti 180 V za 45 min. Po končani elektroforezi smo gel fotografirali pod UV 
svetlobo. 
3.3.3.4 Analiza restrikcijskih profilov 
Slike gelov smo uvozili v program BioNumerics. Določili smo posamezne fragmente in 
velikosti normalizirali s pomočjo standardne DNA lestvice. Restrikcijske profile smo 
povezali z ustreznimi sevi. Z uporabo algoritma Dice, ki je upošteval povprečje rezultatov 
iz obeh eksperimentov (restrikcija z encimoma HinfI in HaeIII), smo izrisali dendrogram. 
Seve z enakimi restrikcijskimi profili smo uvrstili v skupine. 
3.3.4 Identifikacija ne-Saccharomyces vrst 
3.3.4.1 Metoda naključno pomnožene polimorfne DNA (RAPD-PCR) 
Skupine z enakim restrikcijskim profilom smo preverili z metodo RAPD-PCR. Pripravili 
smo mešanico za reakcijo PCR. Količine reagentov za pomnoževanje DNA enega vzorca 
so sledeče: 2 µl PCR pufra, 0,8 µl MgCl2, 0,8 µl dNTP, 0,5 µl (GTG)5x začetnega 
oligonukleotida, 0,1 µl Taq polimeraze in 4,8 µl PCR vode. Reagente smo pred uporabo 
odtajali in jih, razen polimeraze, premešali na vrtinčniku. K 9 µl mešanice PCR smo dodali 
1 µl  izolirane DNA. Reakcija PCR je potekala po programu navedenem v Preglednici 5. 
Preglednica 5: PCR protokol za metodo RAPD-PCR 
Korak Temperatura (°C) Trajanje (min)  
Začetna denaturacija 95 4,5  
Denaturacija 95 0,5  
Prileganje 55,5 0,5 35 
ciklov Podaljševanje 72 1 
Končno podaljševanje 72 7  
Končna inkubacija 4 ∞  
 
Pomnožke DNA smo preverili z agarozno gelsko elektroforezo. Pripravili smo 2,5 % 
agarozni gel. Nanašali smo po 10 µl pomnožka PCR, brez nanašalnega barvila, saj je ta 
prisoten že v pufru PCR.  V prvo in zadnjo luknjico smo dodali 4 µl standardne DNA 
lestvice. Elektroforeza je potekala pri napetosti 180 V za 45 min. 
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Slike gelov smo uvozili v računalniški program BioNumerics ter jih povezali z ustreznimi 
sevi v zbirki. S pomočjo standardne DNA lestvice smo normalizirali dolžine odsekov DNA 
in z uporabo Pearsonovega koeficienta izrisali dendrogram podobnosti. 
3.3.4.2 Določanje nukleotidnega zaporedja ribosomskih regij 
Za določanje nukleotidnega zaporedja ribosomskih regij smo v podjetje Macrogen 
(Nizozemska) poslali pomnožke ribosomskih genov predstavnikov skupin z enakimi 
restrikcijskimi profili, ter sevov znotraj teh skupin, ki so na podlagi analize RAPD-PCR 
pokazali drugačne vzorce pomnoženih odsekov DNA kot preostali sevi v skupini. Postopek 
pomnoževanja ribosomskih genov za določanje nukleotidnega zaporedja je enak postopku 
pomnoževanja regije ITS za restrikcijsko analizo, le da smo uporabili različne kombinacije 
začetnih oligonukleotidov. V različnih primerih smo uporabili kombinaciji ITS1 – NL4 in 
NL1 – NL4. Protokol za reakcijo PCR je naveden v Preglednici 5. 
 
Pomnožke PCR smo encimsko očistili z uporabo mešanice ExoSAP. Dodali smo 1,3 µl 
mešanice ExoSAP k 3,7 µl pomnožka PCR. Encimsko čiščenje je potekalo v aparaturi 
PCR v treh korakih. Degradacija nevezanih dNTP in začetnih oligonukleotidov je potekala 
45 min pri 37 °C, inaktivacija encimov 20 min pri 80 °C in končno ohlajanje reakcije pri 4 
°C. Očiščenim pomnožkom PCR smo dodali po 5 µl vodilnega in 5 µl povratnega 
začetnega oligonukleotida v ločeni ponovitvi. Pridobljena nukleotidna zaporedja smo 
vnesli v algoritem BLAST in na podlagi zadetkov identificirali seve. 
 
3.3.5 Genotipizacija S. cerevisiae in S. paradoxus z analizo mikrosatelitskih 
zaporedij  
3.3.5.1 Pomnoževanje mikrosatelitskih lokusov in gelska elektroforeza 
Pripravili smo mešanici začetnih oligonukleotidov Mešanica1 in Mešanica2. Volumni in 
končne koncentracije posameznih začetnih oligonukleotidov so navedeni v Preglednicah 6 
in 7. 
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Preglednica 6: Sestava mešanice začetnih oligonukleotidov Mešanica1 
Začetni 
oligonukleotid 
Volumen 
(F in R) 
Končna 
koncentracija 
C5 2 x 1 µl 0,1 µM 
C3 2 x 3 µl 0,3 µM 
C8 2 x 1 µl 0,1 µM 
C11 2 x 2 µl 0,2 µM 
C9 2 x 1 µl 0,1 µM 
SCYOR267c 2 x 3 µl 0,3 µM 
+ 78 µl PCR vode = 100 µl 
F = vodilni začetni oligonukleotid 
R = povratni začetni oligonukleotid 
Preglednica 7: Sestava mešanice začetnih oligonukleotidov Mešanica2 
Začetni 
oligonukleotid 
Volumen 
(F in R) 
Končna 
koncentracija 
YKL172w 2 x 1 µl 0,1 µM 
ScAAT1 2 x 1 µl 0,1 µM 
C4 2 x 3 µl 0,3 µM 
ScAAT5 2 x 2 µl 0,2 µM 
C6 2 x 1 µl 0,1 µM 
YPL009c 2 x 1 µl 0,1 µM 
+ 82 µl PCR vode = 100 µl 
F = vodilni začetni oligonukleotid 
R = povratni začetni oligonukleotid 
 
Pripravili smo mešanico PCR za pomnoževanje mikrosatelitov. Mešanica za 
pomnoževanje mikrosatelitov enega vzorca vsebuje 5 µl 2x QIAGEN Multiplex Master 
Mix, 1 µl mešanice začetnih oligonukleotidov Mešanica1 ali Mešanica2 in 3 µl vode PCR. 
K 9 µl mešanice PCR smo dodali 1 µl izolirane DNA. Program reakcije PCR je naveden v 
Preglednici 8. 
Preglednica 8: PCR protokol za pomnoževanje mikrosatelitov 
Korak Temperatura (°C) Trajanje (min)  
Začetna denaturacija 95 15  
Denaturacija 94 0,5  
Prileganje 54 1,5 35 
ciklov Podaljševanje 72 1 
Končno podaljševanje 60 30  
Končna inkubacija 4 ∞  
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Z agarozno gelsko elektroforezo smo preverili uspešnost pomnoževanja mikrosatelitov. 
Pripravili smo 2,5 % agarozni gel na katerega smo nanašali po 1 µl  PCR pomnožka s 3 µl 
PCR vode in 1 µl nanašalnega barvila. Elektroforeza je potekala 20 min pri napetosti 180 
V. PCR produkte smo encimsko očistili z uporabo mešanice ExoSAP in jih poslali na 
analizo s kapilarno elektroforezo v podjetje Macrogen. 
3.3.5.2 Analiza elektroferogramov mikrosatelitskih lokusov 
Elektroferograme mikrosatelitskih lokusov smo analizirali z računalniškim programom 
BioNumerics. Z uporabo analize večjega števila lokusov z variabilnim številom ponovitev 
(ang. MLVA – Multiple-Locus Variable number tandem repeat Analysis) smo pridobili 
spremenljiva števila tandemskih ponovitev (ang. VNTR – Variable Number Tandem 
Repeats). Število ponovitev tandemskega zaporedja pridobimo na podlagi dolžin 
pomnoženih regij, ki pa so določene s pomočjo dodanega standarda. Ročno smo pregledali 
elektroferograme in določili števila tandemskih ponovitev za vsak mikrosatelitski lokus. Z 
uporabo algoritma Bray-Curtis smo izrisali dendrogram podobnosti, na podlagi katerega 
smo izrisali tudi Minimalno vpeto drevo (ang. MST – Minimum Spanning Tree). Vozli 
drevesa predstavljajo posamezne seve, dolžina vej pa stopnjo podobnosti med sevi glede 
na razlike v genotipu. 
3.3.6 Fenotipska analiza 
Dashko (2015) je sevom, ki so bili predmet našega proučevanja, določila enološko in 
biotehnološko zanimive fenotipske lastnosti, kot so hitrost asimilacije različnih virov 
ogljika, hitrost rasti pri nizkih vrednostih pH in v prisotnosti enoloških/vinogradniških 
sredstev. Pri primerjavi različnih vrst in pri primerjavi sevov S. cerevisiae izoliranih iz 
različnih habitatov smo upoštevali naslednje fenotipske lastnosti: relativne hitrosti rasti v 
različnih pogojih – v prisotnosti etanola, bakrovega sulfata in kalijevega metabisulfita. 
Seve so gojili na trdnem gojišču YPD z dodatkom etanola (10 %), bakrovega sulfata (7,5 
mM) ali kalijevega metabisulfita (300 mg/l) ter z merjenjem velikosti kolonije spremljali 
hitrost rasti. Vrednosti so podane kot relativna hitrost rasti kolonije glede na normalizirano 
vrednost hitrosti rasti referenčnega vinskega seva S. cerevisiae Lalvin T73. Vrednosti so 
normalizirali na podlagi ločene ponovitve, kjer so seve kvasovk gojili na trdnem gojišču 
YPD brez dodatkov. 
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4 REZULTATI 
4.1 IDENTIFIKACIJA VRST 
4.1.1 Restrikcijska analiza regije ITS 
Z uporabo analize PCR – RFLP regije ITS smo ločili Saccharomyces od drugih vrst. Na 
podlagi značilnega restrikcijskega profila (Esteve-Zarzoso in sod., 1999) smo od 365 sevov 
določili 117 sevov vrst Saccharomyces cerevisiae ali Saccharomyces paradoxus. Na 
podlagi seštevka dolžine fragmentov, ki je bil daljši od regije ITS, smo ugotovili 58 
mešanih kultur, ki smo jih nacepili do posamezne kolonije. Iz reprezentativnih kolonij smo 
izolirali DNA, pomnožili ribosomske regije in določili njihovo nukleotidno zaporedje 
(Macrogen). Isti postopek smo uporabili za 16 sevov pri katerih restrikcijska analiza ni bila 
uspešna. Med preostalimi 165 sevi je bilo 51 različnih restrikcijskih profilov. Po enega 
predstavnika skupin z enakimi restrikcijskimi profili smo izbrali za določanje 
nukleotidnega zaporedja regije ITS. Na Slikah 5 in 6 sta primera agaroznih gelov z odseki 
DNA po restrikciji z encimoma HaeIII in HinfI, v Preglednici 9 pa so navedene dolžine 
restrikcijskih fragmentov za vse identificirane vrste. 
 
 
Slika 5: Primer restrikcijske analize regije ITS z encimom HaeIII 
ZIM 3246, ZIM 3324, ZIM 3301 – T. delbrueckii; ZIM 3308, ZIM 3248, ZIM 3311, ZIM 3256, ZIM 3260, 
ZIM 3313, ZIM 3261, ZIM 3315, ZIM 3317 – S. paradoxus; ZIM 3309 – D. hansenii; ZIM 3255 – K. 
dobzhanskii; ZIM 3320 – P. kudriavzevii; ZIM 3326 – K. servazzi; ZIM 3305 – zavržen vzorec; ZIM 3332 – 
S. cerevisiae; S – standardna DNA lestvica 
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Slika 6: Primer restrikcijske analize regije ITS z encimom HinfI 
ZIM 3246, ZIM 3324, ZIM 3301 – T. delbrueckii; ZIM 3308, ZIM 3248, ZIM 3311, ZIM 3256, ZIM 3260, 
ZIM 3313, ZIM 3261, ZIM 3315, ZIM 3317 – S. paradoxus; ZIM 3309 – D. hansenii; ZIM 3255 – K. 
dobzhanskii; ZIM 3320 – P. kudriavzevii; ZIM 3326 – K. servazzi; ZIM 3305 – zavržen vzorec; ZIM 3332 – 
S. cerevisiae; S – standardna DNA lestvica 
Preglednica 9: Seznam identificiranih vrst in dolžine fragmentov po restrikciji regije ITS z encimoma HaeIII 
in HinfI 
Vrsta 
Dolžine fragmentov po 
restrikciji z encimom 
HaeIII (bp) 
Dolžine fragmentov po 
restrikciji z encimom 
HinfI (bp) 
Candida baotianensis 280 200 
Candida bombi 
390 220 
 
120 
Candida glabrata 
850 250 
 
350 
Debaryomyces hansenii 
430 300 
180 
 
Hanseniaspora opuntiae 
760 340 
 
200 
 
160 
60 
Hanseniaspora osmophila 
480 380 
120 
 
100 
 
Hanseniaspora uvarum 
750 370 
 
210 
 
180 
 
70 
Kazachstania aerobia 
500 380 
120 
 
 
Se nadaljuje … 
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… nadaljevanje Preglednice 9 
Vrsta 
Dolžine fragmentov po 
restrikciji z encimom 
HaeIII (bp) 
Dolžine fragmentov po 
restrikciji z encimom 
HinfI (bp) 
Kazachstania servazzii 
330 380 
240 
 
190 
 
Kazachstania sp. np np 
Kluyveromyces dobzhanskii 
640 250 
80 190 
 
110 
 
80 
Kregervanrija sp. 510 230 
Lachancea thermotolerans 
300 350 
200 
 
90 
 
Metschnikowia aff. fructicola 
420 180 
290 
 
110 
 
Metschnikowia aff. pulcherrima 290 200 
Meyerozyma caribbica 
380 310 
120 290 
Pichia holstii 600 300 
Pichia kluyveri 
360 260 
 
220 
Pichia kudriavzevii 
370 230 
80 150 
Pichia manshurica 
470 240 
320 190 
Pichia sp. 
350 180 
110 130 
 
80 
Saccharomyces cerevisiae 
330 380 
250 130 
190 
 
140 
 
Saccharomyces kudriavzevii 
500 380 
220 
 
120 
 
Saccharomyces paradoxus 
330 380 
250 110 
190 
 
140 
 
 
Se nadaljuje … 
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… nadaljevanje Preglednice 9 
Vrsta 
Dolžine fragmentov po 
restrikciji z encimom 
HaeIII (bp) 
Dolžine fragmentov po 
restrikciji z encimom 
HinfI (bp) 
Schwanniomyces polymorphus 
420 310 
150 200 
Starmerella bacillaris 
390 210 
 
240 
Starmerella sp. np np 
Torulaspora delbrueckii 
810 410 
 
380 
Wickerhamomyces anomalus 610 300 
Yamadazyma  scolyti np np 
Zygosaccharomyces  bailli np np 
np = ni podatka 
4.1.2 Metoda naključno pomnožene polimorfne DNA 
Seve z enakimi restrikcijskimi profili smo razvrstili v genetsko podobne skupine, ki smo 
jih preverili z metodo RAPD-PCR. Na Sliki 7 je prikazan primer agaroznega gela z odseki 
naključno pomnožene polimorfne DNA z uporabo začetnega oligonukleotida (GTG)5x. 
 
Slika 7: Preverjanje skupine genetsko podobnih sevov z metodo RAPD-PCR na primeru vrste Kluyveromyces 
dobzhanskii; S – standardna DNA lestvica 
Z uporabo Pearsonovega koeficienta smo izrisali dendrogram podobnosti, ki je prikazan na 
Sliki 8. V prilogi B so dendrogrami podobnosti za posamezne vrste. 
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Slika 8: Dendrogram podobnosti na podlagi naključno pomnožene polimorfne DNA 
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4.1.3 Mikrobna združba 
Izmed 356 sevov je bilo 230 izoliranih v vinogradih in 126 izven vinogradov, večinoma s 
hrasta in trte. Sestava mikrobne združbe v teh dveh virih vzorčenja je navedena v 
Preglednicah 10 in 11. Skupno smo identificirali 27 različnih vrst in 4 seve do rodu 
natančno. Izločili smo 11 vzorcev mešanih kultur, ki jih nismo uspeli nacepiti do 
posamezne kolonije. Med identificiranimi sevi rodu Saccharomyces smo določili 95 
predstavnikov vrste S. paradoxus, 80 predstavnikov vrste S. cerevisiae, in 7 predstavnikov 
vrste S. kudriavzevii. Druge vrste z večjim številom predstavnikov so Kazachstania 
servazzi (30 sevov), Hanseniaspora uvarum (28 sevov), Torulaspora delbrueckii (15 
sevov), Lachancea thermotolerans (14 sevov), Pichia kluyveri (13 sevov), Kluyveromyces 
dobzhanskii (12 sevov) in Pichia kudriavzevii (12 sevov). 
Preglednica 10: Število in delež sevov posameznih vrst izoliranih s trte v vinogradih in izven vinogradov 
 Izven vinograda V vinogradu Skupno izven in v 
vinogradu 
Vrsta ŠS DS (%) ŠS DS (%) ŠS DS (%) 
Candida baotianensis 0 0 2 2,7 2 2,5 
Debaryomyces hansenii 1 16,67  0 1 1,25 
Hanseniaspora osmophila 0 0 1 1,35 1 1,25 
Hanseniaspora uvarum 1 16,67 11 14,86 12 15 
Kazachstania servazzi 0 0 7 9,46 7 8,75 
Kluyveromyces 
dobzhanskii 
0 0 1 1,35 1 1,25 
Lachancea thermotolerans 0 0 4 5,41 4 5 
Metschnikowia aff. 
fructicola 
0 0 1 1,35 1 1,25 
Metschnikowia aff. 
pulcherrima 
0 0 1 1,35 1 1,25 
Meyerozyma caribbica 0 0 1 1,35 1 1,25 
Pichia kluyveri 0 0 3 4,05 3 3,75 
Pichia kudriavzevii 1 16,67 2 2,70 3 3,75 
Pichia manshurica 0 0 1 1,35 1 1,25 
Saccharomyces cerevisiae 3 50 20 27,03 23 28,75 
Saccharomyces paradoxus 0 0 14 18,92 14 17,5 
Starmerella sp. 0 0 1 1,35 1 1,25 
Torulaspora delbrueckii 0 0 3 4,05 3 3,75 
Yamadazyma  scolyti 0 0 1 1,35 1 1,25 
Skupno ŠS 6  74  80  
ŠS = število sevov 
DS = delež sevov 
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Preglednica 11: Število in delež sevov posameznih vrst izoliranih s hrasta v vinogradih in izven vinogradov 
 Izven vinograda V vinogradu Skupno izven in v 
vinogradu 
Vrsta ŠS DS (%) ŠS DS (%) ŠS DS (%) 
Candida baotianensis 1 0,88 0 0 1 0,41 
Candida bombi 2 1,75 1 0,76 3 1,22 
Candida glabrata 0 0 1 0,76 1 0,41 
Debaryomyces hansenii 0 0 2 1,53 2 0,82 
Hanseniaspora opuntiae 0 0 1 0,76 1 0,41 
Hanseniaspora osmophila 0 0 1 0,76 1 0,41 
Hanseniaspora uvarum 12 10,53 2 1,53 14 5,71 
Kazachstania aerobia 1 0,88 0 0 1 0,41 
Kazachstania servazzi 6 5,26 17 12,98 23 9,39 
Kazachstania sp. 1 0,88 0 0,00 1 0,41 
Kluyveromyces 
dobzhanskii 
5 4,39 6 4,58 11 4,49 
Lachancea thermotolerans 8 7,02 2 1,53 10 4,08 
Metschnikowia aff. 
pulcherrima 
2 1,75 1 0,76 3 1,22 
Meyerozyma caribbica 0 0 1 0,76 1 0,41 
Pichia holstii 1 0,88 0 0 1 0,41 
Pichia kluyveri 6 5,26 4 3,05 10 4,08 
Pichia kudriavzevii 4 3,51 4 3,05 8 3,27 
Pichia manshurica 2 1,75 3 2,29 5 2,04 
Pichia sp. 0 0 1 0,76 1 0,41 
Saccharomyces cerevisiae 26 22,81 26 19,85 52 21,22 
Saccharomyces 
kudriavzevii 
6 5,26 1 0,76 7 2,86 
Saccharomyces paradoxus 25 21,93 49 37,4 74 30,2 
Starmerella bacillaris 1 0,88 0 0 1 0,41 
Torulaspora delbrueckii 4 3,51 7 5,34 11 4,49 
Wickerhamomyces 
anomalus 
1 0,88 0 0 1 0,41 
Zygosaccharomyces  bailli 0 0 1 0,76 1 0,41 
Skupno ŠS 114  131  245  
ŠS = število sevov 
DS = delež sevov 
 
Iz drugih virov vzorčenja je bilo izoliranih le 20 sevov. Identificirali smo štiri seve 
izolirane iz žuželk izven vinogradov: 2 seva vrste C. bombi, 1 sev vrste S. cerevisiae in 1 
sev vrste S. paradoxus. V vinogradih je bilo pet sevov izoliranih s sadja (Kregervanrija sp., 
S. cerevisiae, 3 predstavniki vrste S. paradoxus), štirje iz vina (P. kudriavzevii, S. 
paradoxus, S. polymorphus, T. delbrueckii), trije iz mošta (H. uvarum, 2 seva vrste S. 
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cerevisiae), dve kvasovki (H. uvarum in S. paradoxus) ter dva seva iz drugega vira (S. 
cerevisiae in S. paradoxus). 
4.2 GENOTIPIZACIJA SEVOV RODU Saccharomyces NA PODLAGI ANALIZE 
MIKROSATELITSKIH ZAPOREDIJ 
4.2.1 Pomnoževanje in določanje mikrosatelitov 
Mikrosatelitske lokuse smo analizirali pri 61 sevih vrste S. cerevisiae in 58 sevih vrste S. 
paradoxus po protokolu, ki so ga objavili Legras in sod. (2007). Mikrosatelitska zaporedja 
smo pomnožili z uporabo mešanic začetnih oligonukleotidov Mešanica1 in Mešanica2 ter 
uspešnost pomnoževanja preverili z agarozno gelsko elektroforezo. Na Slikah 9 in 10 sta 
primera agaroznih gelov s pomnoženimi mikrosatelitskimi zaporedji. 
 
 
Slika 9: Primer agaroznega gela s pomnoženimi mikrosatelitskimi zaporedji z uporabo mešanice začetnih 
oligonukleotidov Mešanica1; S – standardna DNA lestvica 
 
Slika 10: Primer agaroznega gela s pomnoženimi mikrosatelitskimi zaporedji z uporabo mešanice začetnih 
oligonukleotidov Mešanica2; S – standardna DNA lestvica 
Pomnožena in encimsko očiščena mikrosatelitska zaporedja smo poslali na analizo s 
kapilarno elektroforezo v komercialni laboratorij (Macrogen). Elektroferograme smo 
analizirali z računalniškim programom BioNumerics. Posamezni vrhovi predstavljajo 
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pomnoženo mikrosatelitsko zaporedje določene dolžine, ki je med sevi variabilna. Če ima 
sev isti mikrosatelitski lokus različnih dolžin, pomeni, da je sev heterozigoten. Primer 
določanja mikrosatelitov za sev ZIM 3280 je prikazan na Slikah 11 in 12 ter v 
Preglednicah 12 in 13. 
 
Pričakovana dolžina pomnoženih mikrosatelitskih zaporedij C8 in C9 se je prekrivala, 
začetni oligonukleotidi za pomnoževanje pa so bili označeni z istim fluorescentnim 
označevalcem. Ker nismo mogli ločevati med elektroferogramskimi vrhovi teh dveh 
lokusov, mikrosatelitskega zaporedja C8 nismo upoštevali. 
 
  
Slika 11: Elektroferogram mikrosatelitskih lokusov seva ZIM 3280 pomnoženih z uporabo mešanice začetnih 
oligonukleotidov Mešanica1 (rdeča – FAM, modra – HEX, rjava – NED) 
Preglednica 12: Število ponovitev mikrosatelitskega motiva in dolžina mikrosatelitskih zaporedij 
pomnoženih z mešanico začetnih oligonukleotidov Mešanica1 pri sevu ZIM 3280 
Mikrosatelitski 
lokus 
Motiv Število ponovitev 
motiva 
Dolžina zaporedja 
(bp) 
Fluorescentni 
označevalec 
C5 GT 5 115 HEX 
C3 CAA 13 118 NED 
C11 GT 11 184 FAM 
C9 TAA 10, 26 96, 142 FAM 
SCYOR267c TGT 24 278 HEX 
 
Pri sevu ZIM 3280 so prisotna vsa analizirana mikrosatelitska zaporedja, ki smo jih 
pomnožili  z mešanico začetnih olugonukleotidov Mešanica1. Za mikrosatelitski lokus C9 
je sev heterozigoten.  
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Slika 12: Elektroferogram mikrosatelitskih lokusov seva ZIM 3280 pomnoženih z uporabo mešanice začetnih 
oligonukleotidov Mešanica2 (rdeča – FAM, modra – HEX, rjava – NED) 
Preglednica 13: Število ponovitev mikrosatelitskega motiva in dolžina mikrosatelitskih zaporedij 
pomnoženih z mešanico začetnih oligonukleotidov Mešanica2 pri sevu ZIM 3280 
Mikrosatelitski 
lokus 
Motiv Število ponovitev 
motiva 
Dolžina zaporedja 
(bp) 
Fluorescentni 
označevalec 
YKL172w GAA / / FAM 
ScAAT1 TTA 20, 35 194, 240 HEX 
C4 (TAA)a (TAG)b 20 240 NED 
ScAAT5 TAA / / NED 
C6 GT 24 120 HEX 
YPL009c CTT 17 202 FAM 
 
Sev ZIM 3280 je heterozigoten za mikrosatelitski lokus ScAAT1, mikrosatelitski zaporedji 
YKL172w in ScAAT5 pa sta odsotni. 
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4.2.2 Genotipizacija in raznolikost sevov 
Na podlagi analize mikrosatelitov smo preučevali genetsko raznolikost sevov S. cerevisiae 
in S. paradoxus. V populaciji smo na posameznem mikrosatelitskem lokusu zaznali od 6 
do 31 različnih alelov. Največje število različnih alelov in s tem največjo raznolikost so 
pokazali mikrosatelitski lokusi ScAAT1, C9 in C5 tako pri S. cerevisiae kot pri S. 
paradoxus. Števila različnih alelov v populaciji za vsak mikrosatelitski lokus so navedena 
v Preglednici 14. 
Preglednica 14: Število različnih alelov za vsak mikrosatelitski lokus v populacijah vrst S. cerevisiae in S. 
paradoxus 
Mikrosatelitski 
lokus 
Število različnih alelov 
S. cerevisiae S. paradoxus 
YKL172w.1 6 10 
SCAAT5.1 10 11 
C4 11 7 
C3 11 19 
YPL009c.1 14 11 
C11 15 9 
C6 16 11 
SCYOR267c.1 17 8 
C5 20 28 
C9 28 23 
ScAAT1.1 31 21 
 
Med 119 sevi sta le dva para sevov pokazala povsem enak genotip. Sevi pripadajo vrsti S. 
cerevisiae. Seva ZIM 3231 in ZIM 3235 sta bila izolirana iz istega vinograda (Guerila), 
prvi z grozdja in drugi z lubja trte. Enak genotip kažeta tudi seva ZIM 3234 in ZIM 3371, 
prvi je bil izoliran z grozdja v vinogradu Guerila, drugi pa z žuželke na grozdju v 
vinogradu Carga. 
 
Na podlagi števila različnih dolžin mikrosatelitskega zaporedja pri posameznem sevu smo 
sklepali na njegovo ploidijo. V primeru enega samega alela na enem mikrosatelitskem 
lokusu gre za homozigoten sev in v primeru dveh različnih alelov za heterozigotnega 
diploida. Če smo zaznali po tri različne alele za en mikrosatelitski lokus pri istem sevu, 
smo sklepali na triploidijo in v primeru štirih alelov na tetraplodijo. 
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Preglednica 15: Največje število različnih alelov na istem mikrosatelitskem lokusu pri vrstah S. cerevisiae in 
S. paradoxus 
  1 alel 2 alela 3 aleli 4 aleli 
 Skupno 
ŠS 
ŠS DS 
(%) 
ŠS DS 
(%) 
ŠS DS 
(%) 
ŠS DS 
(%) 
S. cerevisiae 61 0 0 11 18,0 27 44,3 23 37,7 
v vinogradu 39 0 0 8 20,5 22 56,4 9 23,1 
izven vinograda 22 0 0 3 13,6 5 22,7 14 63,6 
S. paradoxus 58 2 3,4 17 29,3 26 44,8 13 22,4 
v vinogradu 44 0 0 14 31,8 20 45,5 10 22,7 
izven vinograda 14 2 14,3 3 21,4 6 42,9 3 21,4 
ŠS = število sevov 
DS = delež sevov 
 
Vsi sevi S. cerevisiae so bili heterozigotni za vsaj en mikrosatelitski lokus in le dva seva S. 
paradoxus sta bila homozigotna. Pri velikem deležu sevov smo opazili po tri različne alele 
za en mikrosatelitski lokus, večji delež takih sevov S. cerevisiae je bil izoliran v vinogradih  
(56,4 %) kot izven vinogradov (22,7 %). Velik je tudi delež tetraploidnih sevov s štirimi 
različnimi aleli za en mikrosatelitski lokus. Tetraplodija je višja pri sevih vrste S. 
cerevisiae (37,7 %)  kot pri sevih vrste S. paradoxus (22,4 %). 
4.2.3 Populacijska struktura sevov rodu Saccharomyces 
Preučevali smo populacijsko strukturo sevov rodu Saccharomyces na podlagi 
mikrosatelitskih zaporedij. Glede na število ponovitev tandemskega zaporedja za vsak 
mikrosatelitski lokus smo izrisali dendrogram in minimalno vpeto drevo posebej za vrsti S. 
cerevisiae in S. paradoxus. Seve smo razdelili v skupine glede na različne lastnosti in 
preučevali povezavo med temi lastnostmi in genotipom – vrsta habitata (sevi izolirani v 
vinogradu ali izven vinograda), geografska lokacija izolacije (6 različnih vinogradov in 3 
različna gozdna območja) ter povezavo med genotipom in fenotipskimi lastnostmi 
(povišana odpornost na bakrove spojine in etanol). 
4.2.3.1 Genetska raznolikost in habitat 
Sevi S. cerevisiae tvorijo eno veliko genetsko skupino v katero so vključeni skoraj vsi sevi 
izolirani izven vinogradov (90,9 %). Iz te skupine sega razvejana linija, ki vključuje 
predsvsem seve izolirane v vinogradih – kažejo večjo genetsko raznolikost (Slika 13). Pri 
sevih, ki izvirajo iz vinogradov je pogosto mikrosatelitsko zaporedje YKL172w z devetimi 
ponovitvami motiva (16/39 sevov), pri večini sevov iz gozdnih habitatov pa je ta 
mikrosatelitski lokus odsoten (18/22 sevov). Na mikrosatelitskem lokusu C5 je pri sevih iz 
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vinogradov pogosto zaporedje s petimi ponovitvami motiva (17/39 sevov), pri sevih iz 
gozdnih območij pa s štirimi ponovitvami (15/22 sevov). 
 
 
Slika 13: Minimalno vpeto drevo na podlagi mikrosatelitskih zaporedij sevov vrste S. cerevisiae izoliranih v 
vinogradih in izven vinogradov 
 
41 
Likar M. Populacijska struktura sevov rodu Saccharomyces iz Primorskega vinorodnega okoliša. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
 
Sevi S. paradoxus kažejo manjšo genetsko raznolikost v primerjavi s sevi S. cerevisiae 
(Slika 14). 33 sevov ima zelo podoben genotip v centru minimalnega vpetega drevesa, iz 
katerega segajo genetsko raznoliki sevi. Pri vseh 33 sevih v centru MST je prisotno 
mikrosatelitsko zaporedje C9 s tremi ponovitvami motiva, pri 30 sevih je prisotno 
zaporedje C3 s petimi ponovitvami motiva in pri 25 sevih z dvajsetimi ponovitvami. 
 
 
Slika 14: Minimalno vpeto drevo na podlagi mikrosatelitskih zaporedij sevov vrste S. paradoxus izoliranih v 
vinogradih in izven vinogradov 
4.2.3.2 Genetska raznolikost in geografska lokacija 
Preučevali smo vpliv geografske lege na populacijsko strukturo sevov S. cerevisiae in S. 
paradoxus. Sevi so bili izolirani iz 9 različnih geografskih lokacij in sicer iz 6 vinogradov 
(Planina, Guerilla; Brda, Carga; Brje, Sveti Martin; Mance, UNG; Podraga, Sutor; 
Dobravlje, Tilia) in 3 gozdnih območij (Lijak, Sinji vrh, Vipavski grad). 
 
Sevi S. cerevisiae izolirani iz nekaterih geografskih lokacij se večinoma grupirajo skupaj 
(Lijak, UNG, Sveti Martin), sevi iz ostalih geografskih lokacij pa so si genetsko raznoliki 
(Slika 15). 
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Slika 15: Minimalno vpeto drevo na podlagi mikrosatelitskih zaporedij sevov vrste S. cerevisiae izoliranih iz 
različnih geografskih lokacij 
Sevi vrste S. paradoxus izolirani iz različnih geografskih lokacij ne tvorijo ločenih 
genetskih skupin (Slika 16). 
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Slika 16: Minimalno vpeto drevo na podlagi mikrosatelitskih zaporedij sevov vrste S. paradoxus izoliranih iz 
različnih geografskih lokacij 
4.2.3.3 Genetska raznolikost in fenotip 
Seve smo razdelili v skupine glede na njihovo odpornost na bakrove spojine in etanol ter 
preučevali povezavo med genotipom in fenotipom. Vrednosti iz fenotipske analize so 
podane kot relativna hitrost rasti kolonije glede na normalizirano vrednost hitrosti rasti 
referenčnega vinskega seva S. cerevisiae Lalvin T73. Seve smo označili kot odporne na 
določeno spojino, če je bilo razmerje med hitrostjo rasti testne in kontrolne kolonije več 
kot 5. 
 
Minimalno vpeto drevo smo izrisali na podlagi 39 sevov S. cerevisiae za katere smo 
izvedli analizo mikrosatelitov in imeli tudi podatke iz fenotipske analize (Slika 17). 
Povečano odpornost na etanol smo zaznali pri osmih sevih, ki so si genetsko zelo raznoliki. 
Dva seva (ZIM 3224 in ZIM 3225), ki kažeta povečano odpornost na bakrov sulfat sta 
genetsko blizu skupaj, druga dva seva (ZIM 3380 in ZIM 2638) pa sta oddaljena. Trije 
sevi, ki so povečano odporni na obe spojini so si genetsko podobni, vendar se njihovi 
genotipi prepletajo s sevi, ki niso  pokazali povečane odpornosti na nobeno od dveh spojin. 
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Slika 17: Minimalno vpeto drevo na podlagi mikrosatelitskih zaporedij sevov vrste S. cerevisiae z različnimi 
fenotipskimi lastnostmi 
Od 37 sevov S. paradoxus s podatki o genotipu in fenotipu je osem sevov povečano 
odpornih na etanol, dva na bakrov sulfat in pet na obe spojini (Slika 18). Trije sevi (ZIM 
3345, ZIM 3379, ZIM 3404), ki kažejo povečano odpornost na obe spojini, so si genetsko 
zelo podobni in oddaljeni od ostalih. 
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Slika 18: Minimalno vpeto drevo na podlagi mikrosatelitskih zaporedij sevov vrste S. paradoxus z različnimi 
fenotipskimi lastnostmi 
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4.3 POVEZAVA MED FENOTIPOM IN HABITATOM PRI S. cerevisiae IN 
PRIMERJAVA FENOTIPSKIH LASTNOSTI RAZLIČNIH VRST KVASOVK 
Primerjali smo relativne hitrosti rasti na trdnem gojišču YPD z dodanim etanolom, 
bakrovim sulfatom ali kalijevim metabilsulfitom različnih vrst ter sevov S. cerevisiae 
izoliranih iz različnih habitatov. 
4.3.1 Primerjava fenotipov S. cerevisiae iz različnih habitatov 
Razmerje med hitrostjo rasti testne in kontrolne kolonije S. cerevisiae pri povišani 
koncentraciji etanola je variiralo med 0 in 10 tako pri sevih izoliranih v vinogradih kot 
izven vinogradov (Slika 19). Srednja vrednost relativne hitrosti rasti je bila pri obeh 
skupina skoraj enaka (0,77 in 0,78). Med skupinama iz različnih habitatov ni bilo opaznih 
razlik v odpornosti na etanol. 
 
 
Slika 19: Kvartilni diagram, ki prikazuje relativno hitrost rasti sevov S. cerevisiae izoliranih iz različnih 
habitatov na trdnem gojišču YPD z 10 % etanola 
Sevi izolirani izven vinogradov s srednjo vrednostjo relativne hitrosti rasti 3,53 v 
povprečju kažejo večjo odpornost na bakrov sulfat v primerjavi s sevi izolirani v 
vinogradih s srednjo vrednostjo relativne hitrosti rasti 1,47 (Slika 20).  
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Slika 20: Kvartilni diagram, ki prikazuje relativno hitrost rasti sevov S. cerevisiae izoliranih iz različnih 
habitatov na trdnem gojišču YPD s 7,5 mM CuSO4 
Odpornost na kalijev metabisulfit je višja pri sevih izloiranih iz vinogradov (srednja 
vrednost relativne hitrosti rasti 0,98) kot pri sevih izolirani iz gozdnih območij (srednja 
vrednost relativne hitrosti rasti 0,85) (Slika 21). 
 
 
Slika 21: Kvartilni diagram, ki prikazuje relativno hitrost rasti sevov S. cerevisiae izoliranih iz različnih 
habitatov na trdnem gojišču YPD s 300 mg/l K2S2O5 
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4.3.2 Primerjava fenotipov različnih vrst kvasovk 
Na gojišču z dodanim etanolom je razmerje med testno in kontrolno kolonijo pri vseh 
vrstah segalo do maksimalne vrednosti relativne hitrosti rasti 10 (Slika 22). Izjema je vrsta 
L. thermotolerans, ki z maksimalno vrednostjo relativne hitrosti rasti 1,05 kaže zelo nizko 
rast v prisotnosti etanola v primerjavi z drugimi vrstami. Najboljšo povprečno rast so s 
srednjo vrednostjo relativne hitrosti rasti 3,5 pokazali sevi vrste K. dobzhanskii. 
 
 
Slika 22: Kvartilni diagram, ki prikazuje relativno hitrost rasti sevov različnh vrst na trdnem gojišču YPD z 
10 % etanola 
Na gojišču z dodanim bakrovim sulfatom so največje razmerje med hitrostjo rasti testne in 
kontrolne kolonije dosegli sevi vrst S. paradoxus, S. cerevisiae, H. uvarum in P. 
kudriavzevii (Slika 23). Srednja vrednost relativne hitrosti rasti se je med vrstami gibala od 
1,44 do 2,39. 
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Slika 23: Kvartilni diagram, ki prikazuje relativno hitrost rasti sevov različnh vrst na trdnem gojišču YPD s 
7,5 mM CuSO4 
Vse vrste so pokazale zelo podobno uspešnost rasti na gojišču z dodanim kalijevim 
metabisulfatom (srednja vrednost relativne hitrosti rasti od 0,92 do 1,13), le en sev vrste 
Lachancea thermotolerans močno izstopa z razmerjem med hitrostjo rasti testne in 
kontrolne kolonije 3,96 (Slika 24). 
 
 
Slika 24: Kvartilni diagram, ki prikazuje relativno hitrost rasti sevov različnh vrst na trdnem gojišču YPD s 
300 mg/l K2S2O5  
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5 RAZPRAVA 
5.1 SESTAVA MIKROBNE ZDRUŽBE 
Preučevali smo 356 sevov izoliranih iz vinogradov in gozdnih območij Primorskega 
vinorodnega okoliša, večinoma s hrasta in trte. Identificirali smo 345 sevov, ki pripadajo 
15 različnim rodovom in 27 različnim vrstam. Vrste rodu Saccharomyces predstavljajo 
velik delež identificiranih sevov (52,75 %), vendar ta delež ne predstavlja dejanske sestave 
mikrobne združbe v naravi. Največja zastopanost vrst S. paradoxus in S. cerevisiae je 
pričakovana, saj so bili sevi izolirani na selektivnih gojiščih za Saccharomyces (1% 
kvasnega ekstrakta, 2 % pepton, 10 % glukoze, 5 % etanol, pH 5,3) (Dashko, 2015). Vrsta 
S. kudriavzevii je manj razširjena, saj smo identificirali le 7 predstavnikov, vsi pa so bili 
izolirani s hrasta. Med 34 sevi izoliranimi z grozdja smo identificirali kar 10 sevov vrste S. 
cerevisiae (29,41 %). Na nepoškodovanem sadju običajno prevladujejo druge vrste, S. 
cerevisiae pa jih preraste šele v procesu alkoholne fermentacije (Capozzi in sod., 2015). 
Štirje sevi, ki so bili izolirani iz vzorcev vina pripadajo vrstam P. kudriavzevii, S. 
paradoxus, S. polymorphus in T. delbrueckii. Gre za vrste, ki so v vinogradih pogoste, 
vendar je zanimivo, da nismo identificirali nobenega predstavnika vrste S. cerevisiae.  
 
Ostale identificirane vrste z večjim številom predstavnikov spadajo v rodove, ki jih v 
vinogradih lahko pričakujemo, kot so Hanseniaspora, Torulaspora, Lachancea, Pichia, 
Kluyveromyces, Kazachstania in Candida. 
5.2 POPULACIJSKA STRUKTURA IN RAZNOLIKOST SEVOV RODU 
Saccharomyces 
Kvasovka S. cerevisiae je tesno povezana s človekovo aktivnostjo, S. paradoxus pa velja 
za divjo vrsto, ki se pojavlja predvsem v naravi. Zato bi pričakovali, da bo vrsta S. 
paradoxus prevladovala v gozdnih območjih, S. cerevisiae pa v vinogradih. Kot so 
ugotovili že Dashko in sod. (2016), tudi naši rezultati kažejo, da se v Sloveniji vrsti 
sočasno pojavljata tako v vinogradih kot v gozdnih habitatih. Kot možen razlog za 
odsotnost S. paradoxus v vinogradih v nekaterih drugih predelih Evrope so navedli 
pomankljivost metod za ločevanje med tema dvema vrstama. Razlike v zastopanosti vrst 
pa lahko opazimo glede na njihovo ekološko nišo. S. cerevisiae je pogostejša na trti, kjer 
predstavlja 26,75 % vseh identificiranih sevov (S. paradoxus 17,5 %), S. paradoxus pa je 
pogostejša na hrastu, kjer predstavlja 30,2 % identificiranih sevov (S. cerevisiae 21,22 %). 
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Populacijska struktura sevov vrste S. paradoxus je odvisna predvsem od geografske 
lokacije, pri vrsti S. cerevisiae pa ima velik vpliv tudi tehnološka uporabnost sevov. Zato 
smo preučevali povezavo med genetsko raznolikostjo sevov in vrsto habitata iz katerega so 
bili izolirani (vinograd ali gozdno območje) ter med geografsko lokacijo izolacije. 
Pričakovali bi, da sevi izolirani iz vinogradov tvorijo genetsko podobno skupino, ki je 
oddaljena od ostalih, sevi iz gozdnih območij pa naj bi bili bolj raznoliki. Sevi, ki izvirajo 
iz vinogradov, v našem primeru kažejo večjo raznolikost in ne tvorijo definirane skupine. 
Primorski vinorodni okoliš je poln vinogradov, ki so od gozdnih območij vzorčenja 
oddaljeni največ nekaj kilometrov, zato je možno, da prihaja do mešanja genotipov iz 
različnih habitatov. Sevi S. cerevisiae iz nekaterih geografskih lokacij se v minimalnem 
vpetem drevesu podobnosti grupirajo skupaj, sevi iz ostalih geografskih lokacij pa so si 
genetsko raznoliki. Pri S. paradoxus povezave med genotipom in geografsko lokacijo 
izolacije nismo zaznali, lahko gre za premajhne razdalje med mesti vzorčenja. Koufopanou 
in sod. (2006) so dokazali, da lahko razlike v genotipu sevov S. paradoxus zaznamo že na 
majhnih razdaljah. Zaradi klonalnega razmnoževanja na istem drevesu najdemo več sevov 
z enakim genotipom, z večanjem razdalje pa se genetska diferenciacija stopnjuje. Vendar 
sevi iz celotne Evrope tvorijo enotno populacijo v kateri prihaja do rekombinacij in 
mešanja genotipov, jasne razlike pa zaznamo med različnimi kontinenti (Koufopanou in 
sod., 2006). 
 
Naši razultati kažejo manjšo genetsko raznolikost sevov S. paradoxus v primerjavi s S. 
cerevisiae, čeprav bi pričakovali ravno obratno. Verjeten vzrok je uporaba mikrosatelitov 
razvitih za genotipizacijo sevov vrste S. cerevisiae (Legras in sod., 2004), ki so lahko pri 
vrsti S. paradoxus bolj ohranjeni. 
 
Sevi S. cerevisiae so v glavnem diploidni in homotalični, vendar so zaradi pogostih mutacij 
kljub temu večinoma heterozigotni. Med preiskovanimi sevi ni bilo nobenega 
homozigotnega seva vrste S. cerevisiae, zaznali pa smo visoko stopnjo triploidije in 
tetraploidije. Tetraploidni sevi nastanejo z duplikacijo celotnega genoma, vendar veljajo za 
nestabilne in se hitro povrnejo v diploidno stanje. Tetraploidija je pogostejša pri sevih, ki 
se uporabljajo pri pridelavi vina in piva, najdemo pa jih tudi v naravi (Al Safadi in sod., 
2010; Albertin in Marullo, 2012). Naši rezultati kažejo, da je tetraplodija višja pri sevih 
vrste S. cerevisiae (37,7 %), ki je pogosto povezana s človekovo aktivnostjo, kot pri sevih 
vrste S. paradoxus (22,4 %). Triploidi nastanejo s paritvijo haploidnega in diploidnega 
seva, pri mejozi triploidnih sevov pa nastanejo sevi z visoko stopnjo anevploidije (Charles 
in sod., 2010). Anevploidija lahko predstavlja način adaptacije z modifikacijo količine 
nekaterih genov pomembnih za preživetje v okolju v katerem se kvasovka nahaja 
(Guillamon in Barrio, 2017). Med preiskovanimi sevi je bil večji delež triploidnih sevov S. 
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cerevisiae izoliran v vinogradih (56,4 %), kjer se srečuje s selektivnimi pritiski zaradi 
delovanja človeka, kot izven vinogradov (22,7 %). 
 
Genetsko raznolikost sevov smo raziskali na podlagi 11 mikrosatelitskih lokusov. 
Mikrosatelitsko zaporedje C8 smo iz analize izključili, zaradi enakega fluorescentnega 
označevalca in prekrivanja dolžine z zaporedjem C9. Na posameznem mikrosatelitskem 
lokusu smo v populaciji sevov zaznali od 6 do 31 različic alela. Največjo raznolikost so 
pokazali lokusi ScAAT1, C5 in SCYOR267c, kar je pričakovano glede na dolžino motiva 
(Legras in sod., 2007). Veliko število različnih alelov smo zaznali tudi na mikrosatelitskem 
lokusu C9, vendar zaradi prekrivanja s C8 število različic ni zanesljivo.  
5.3 FENOTIPSKE LASTNOSTI 
V okolju pridelave vina se kvasovke srečujejo z različnimi stresnimi dejavniki kot so 
pomanjkanje nekaterih hranil, visoka osmolarnost, visoke koncentracije etanola ter 
toksičnost žveplovih in bakrovih spojin, ki se v vinogradih uporabljajo kot protimikrobna 
sredstva. Stresni dejavniki delujejo kot selektivni pritiski, zato bi pričakovali, da so sevi v 
vinogradih na takšne razmere bolje prilagojeni kot sevi izolirani iz gozdnih območij. 
 
Primerjali smo uspešnost rasti na trdnem gojišču YPD z dodanim etanolom, bakrovim 
sulfatom ali kalijevim metabilsulfitom sevov S. cerevisiae izoliranih v vinogradih ter izven 
vinogradov. Na gojišču z dodanim kalijevim metabisulfidom sevi, ki izhajajo iz 
vinogradov, kažejo nekoliko boljšo rast kot sevi, ki izvirajo iz gozdnih območij. Obratno 
velja za rast na gojišču z dodanim bakrovim sulfatom, v odpornosti na etanol pa med sevi 
iz različnih habitatov nismo zaznali razlik 
 
Odpornost na različne spojine smo primerjali tudi med različnimi vrstami. Poleg 
Saccharomyces tudi nekatere druge vrste kažejo dobro prilagojenost na okolje alkoholne 
fermentacije pri proizvodnji vina in so potencialno uporabne kot alternativne starter 
kulture. Na gojišču z dodanim etanolom so najboljšo rast pokazali sevi vrste 
Kluyveromyces dobzhanskii s srednjo vrednostjo relativne hitrosti rasti 3,5 (druge vrste od 
0,51 do 1,58), na gojišču z dodanim bakrovim sulfatom pa sevi vrste Hanseniaspora 
uvarum s srednjo vrednostjo relativne hitrosti rasti 2,39 (druge vrste od 1,44 do 2,01). 
Uspešnost rasti na gojišču z dodanim kalijevim metabisulfatom je med vsemi 
preiskovanimi vrstami zelo podobna (srednja vrednost relativne hitrosti od 0,92 do 1,13), 
le en sev vrste Lachancea thermotolerans močno izstopa z razmerjem med hitrostjo rasti 
testne in kontrolne kolonije 3,96.  
53 
Likar M. Populacijska struktura sevov rodu Saccharomyces iz Primorskega vinorodnega okoliša. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
 
6 SKLEPI 
 Med sevi izoliranimi iz vinogradov in gozdnih območij Primorskega vinorodnega 
okoliša smo identificirali 27 različnih vrst, ki pripadajo 15 različnim rodovom. 
Poleg Saccharomyces cerevisiae in Saccharomyces paradoxus so pogoste vrste še 
Kazachstania servazzi, Hanseniaspora uvarum, Torulaspora delbrueckii, 
Lachancea thermotolerans, Pichia kluyveri, Kluyveromyces dobzhanskii in Pichia 
kudriavzevii. 
 
 Populacijska struktura sevov vrste S. cerevisiae v Primorskem vinorodnem okolišu 
kaže veliko genetsko raznolikost. Sevi, ki izhajajo iz vinogradov ne tvorijo 
genetsko homogene skupine oddaljene od ostalih sevov. 
 
 Na podlagi uporabljenih mikrosatelitskih zaporedij so sevi vrste S. cerevisiae bolj 
genetsko raznoliki kot sevi vrste S. paradoxus. 
 
 Vrsti S. paradoxus in S. cerevisiae se sočasno pojavljata v vinogradih in v gozdnih 
habitatih. 
 
 S. paradoxus je pogostejša na hrastu, S. cerevisiae pa je pogostejša na trti. 
 
 Sevi S. cerevisiae, ki izvirajo iz vinogradov kažejo večjo odpornost na kalijev 
metabisulfit kot sevi, ki izhajajo iz gozdnih območij. Obratno velja za odpornost na 
bakrov sulfat, v odpornosti na etanol pa ni razlik med sevi iz različnih habitatov. 
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7 POVZETEK 
Kvasovka Saccharomyces cerevisiae je modelni organizem, ki se obsežno uporablja v 
laboratorijskih raziskavah, za pridobivanje različnih encimov v namene živilske in 
farmacevtske industrije ter za proizvodnjo različnih fermentiranih produktov. Naseljuje 
predvsem okolja povezana s človekovo aktivnostjo, zato ima človek velik vpliv na njene 
genetske spremembe in evolucijo in s tem na njeno populacijsko strukturo. Eno od takih 
okolij predstavlja vinorodni okoliš. Kvasovko najdemo tudi v naravnih okoljih, kjer se 
pogosto pojavlja sočasno z njej najbližje sorodno vrsto Saccharomyces paradoxus.  
 
Preučevali smo 356 sevov kvasovk izoliranih iz vinogradov in gozdnih območij 
Primorskega vinorodnega okoliša, večinoma s hrasta in trte. Identificirali smo 27 različnih 
vrst in 4 seve do rodu natančno. Poleg S. paradoxus in S. cerevisiae so pogoste vrste tudi 
Kazachstania servazzi, Hanseniaspora uvarum, Torulaspora delbrueckii, Lachancea 
thermotolerans, Pichia kluyveri, Kluyveromyces dobzhanskii in Pichia kudriavzevii. Na 
podlagi uspešnosti rasti na gojišču z dodanim etanolom, bakrovim sulfatom ali kalijevim 
metabisulfitom, smo preučevali odpornost sevov na te spojine, ki je pomembna v okolju 
pridelave vina. Poleg Saccharomyces dobro odpornost na te spojine kažejo tudi sevi 
nekaterih drugih vrst kot so H. uvarum, T. delbrueckii, P. kluyveri in P. kudriavzevii. 
 
Populacijsko strukturo rodu Saccharomyces smo preučevali na podlagi hipervariabilnih 
mikrosatelitskih zaporedij. Metoda omogoča hitro, cenovno ugodno in natančno ločevanje 
med sevi različnih geografskih in tehnoloških izvorov. Sevi izolirani iz vinogradov v 
Primorskem vinorodnem okolišu ne tvorijo homogene skupine oddaljene od ostalih, sevi 
izolirani iz nekaterih geografskih lokacij pa so si genetsko podobni. Povezave med 
geografsko lokacijo izolacije in genotipom pri sevih vrste S. paradoxus nismo zaznali. 
Vrsti se sočasno pojavljata v vinogradih in gozdnih območjih Primorskega vinorodnega 
okoliša, S. paradoxus se pogosteje nahaja na hrastu, S. cerevisiae pa na trti. Na podlagi 
števila različnih dolžin mikrosatelitskega zaporedja pri posameznem sevu smo sklepali na 
njegovo ploidijo. Pri sevih vrste S. cerevisiae smo zaznali visoko stopnjo tetraploidije, pri 
sevih izoliranih iz vinogradov pa visoko stopnjo triploidije. 
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PRILOGE 
 
Priloga A: Prikaz lokacij vzorčenja 
 
Vinogradi: Ca – Carga, Sut – Sutor, Gu – Guerila, T – Tilia, SM – Sveti Martin, UNG; Gozdna območja: Li 
– Lijak, SV – Sinji Vrh, V – Vipavski grad 
 
 
Priloga B: Dendrogrami podobnosti posameznih vrst na podlagi naključno pomnožene 
polimorfne DNA (RAPD-PCR). Sevi označeni z ● so bili potrjeni z določanjem 
nukleotidnega zaporedja ribosomskih regij. 
 
Priloga B1: Dendrogram podobnosti sevov vrste Candida bombi na podlagi RAPD-PCR 
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Priloga B2: Dendrogram podobnosti sevov vrste Debaryomyces hansenii na podlagi 
RAPD-PCR 
 
 
Priloga B3: Dendrogram podobnosti sevov vrste Hanseniaspora uvarum na podlagi 
RAPD-PCR 
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Priloga B4: Dendrogram podobnosti sevov vrste Kluyveromyces dobzhanskii na podlagi 
RAPD-PCR 
 
 
Priloga B5: Dendrogram podobnosti sevov vrste Lachancea thermotolerans na podlagi 
RAPD-PCR 
 
 
Priloga B6: Dendrogram podobnosti sevov vrste Pichia kluyveri na podlagi RAPD-PCR 
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Priloga B7: Dendrogram podobnosti sevov vrste Pichia kudriavzevii na podlagi RAPD-
PCR 
 
 
Priloga B8: Dendrogram podobnosti sevov vrste Pichia manshurica na podlagi RAPD-
PCR 
 
 
Priloga B9: Dendrogram podobnosti sevov vrste Saccharomyces kudriavzevii na podlagi 
RAPD-PCR 
 
 
Priloga B10: Dendrogram podobnosti sevov vrste Torulaspora delbrueckii na podlagi 
RAPD-PCR 
 
